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Zusammenfassung 
 
Hyaliner Gelenkknorpel als gewichtstragender Teil in Körpergelenken ist verantwortlich für ein 
reibungsloses Gleiten der knöchernen Oberflächen und ist somit für die volle 
Funktionsfähigkeit der Gelenke von großer Bedeutung. Verletzungen dieser klinisch 
relevanten Schicht, verursacht beispielsweise durch Trauma oder Arthrose, können nicht 
selbstständig ausheilen, da keine Blut- oder Lymphgefäße im Knorpel vorhanden sind, die 
reparative Zellen wie mesenchymale Stammzellen (MSZ) in die verletzten Bereiche 
transportieren können. Die Transplantation genetisch veränderter MSZ bietet einen 
vielversprechenden Ansatz zur Verbesserung der Reparaturkapazitäten des Knorpels durch 
Verstärkung der chondrogenen Differenzierungsprozesse. In der vorliegenden Arbeit wurden 
die klinisch adaptierten rekombinanten adeno-assoziierten viralen Vektoren verwendet, um in 
humanen, aus Knochenmark isolierten MSZ oder vollständigen Knochenmarkaspiraten eine 
Überexpression der chondrogenen Faktoren Insulinartiger Wachstumsfaktor I (engl.: Insulin-
like Growth Factor I - IGF-I) und  Transformierender Wachstumsfaktor β (engl.: Transforming 
Growth Factor β - TGF-β) zu induzieren. Sowohl in isolierten MSZ als auch im Knochenmark 
konnte eine langanhaltende Transgenexpression der Faktoren nachgewiesen werden, die im 
Vergleich zur internen Reportergenkontrolle in allen Versuchsansätzen zur Stimulation der 
proliferativen Eigenschaften, der chondrogenen Differenzierungsprozesse sowie der 
Matrixsynthese führte. Interessanterweise wurde infolge der IGF-I Überexpression sowohl in 
isolierten Zellen als auch im Knochenmark zusätzlich eine nachteilige Steigerung von 
Prozessen der Hypertrophie und terminaler Differenzierung detektiert. Im Gegensatz hierzu 
war TGF-β bei Anwendung im Knochenmark sogar in der Lage, solche Vorgänge zu 
reduzieren, während isolierte Stammzellen weiterhin verstärkte Expression hypertropher und 
osteogener Marker infolge der TGF-β Überexpression aufwiesen.  Die biologische Umgebung 
der MSZ kann demnach für die Auswirkungen des Gentransfers eine außerordentlich wichtige 
und unterstützende Rolle spielen, eine detaillierte Analyse der beteiligten Signalwege muss in 
weiterführenden Studien untersucht werden. Dennoch wurden sowohl IGF-I als auch TGF-β 
als potentielle Kandidaten zur Anwendung einer Gentherapie für Knorpelverletzungen 
identifiziert, wobei sich TGF-β deutlich als Faktor höherer Effizienz erwies. Zusammenfassend 
liefert die vorliegende Arbeit vielversprechende Einblicke in experimentelle Grundlagen der 
Knorpelreparatur. Sie bietet durch den therapeutischen Ansatz eine Basis, auf der viele 
weiterführende Studien durchgeführt werden können, die letztlich zur Verbesserung der 
vorhandenen Therapieoptionen von Knorpelverletzungen beitragen können.  
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Abstract 
 
Genetic manipulation of mesenchymal stem cells via recombinant adeno-associated 
viral (rAAV) vectors for cartilage repair  
 
Hyaline articular cartilage is the tissue that allows for a smooth gliding and weight bearing on 
articulating surfaces and is of high importance for the full efficiency of joint movements. Due 
to its avascular nature without lymphatic drainage, cartilage has no access to reparative cells 
such as mesenchymal stem cells (MSCs) that are normally transported to sites of injury to 
develop new and healthy repair tissue. Thus, cartilage injuries as resulted from acute trauma 
or osteoarthritis have no ability for self-repair and progress over time. The transplantation of 
genetically modified bone marrow-derived isolated MSCs or whole bone marrow aspirates 
offers a promising approach to enhance cartilage repair via stimulation of chondrogenic 
differentiation processes. The present study used the clinical adapted recombinant adeno-
associated viral vectors to induce an overexpression of the chondrogenic factors Insulin-like 
Growth Factor I (IGF-I) and Transforming Growth Factor β (TGF-β) in bone marrow-derived 
MSCs and bone marrow aspirates. In both sample types, efficient and long-term transgene 
expression was detected, leading to a stimulation of the proliferative properties, chondrogenic 
differentiation processes and matrix synthesis in all experimental setups. Of note, IGF-I 
overexpression led to an additional increase in undesirable events of hypertrophy and terminal 
differentiation in both isolated MSCs and marrow aspirates. In contrast, TGF-β was able to 
reduce such processes in bone marrow aspirates, while isolated MSCs still showed an 
upregulation of hypertrophic and osteogenic markers due to TGF-β overexpression. Thus, the 
biological environment of MSCs can provide a remarkable and supportive impact on the 
outcomes of a gene transfer, showing the need of further detailed analyses of the pathways 
and factors involved. Nevertheless, both IGF-I and TGF-β were shown to be potential 
candidates for gene therapy to treat cartilage injuries, even though TGF-β was found to be 
clearly more efficient. In conclusion, the present study provides promising insights on 
experimental basics for cartilage repair, enabling new opportunities for continuative studies 
that can finally improve current therapeutic options for cartilage repair. 
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1. Einleitung 
1.1. Gelenkknorpel 
Aufbau und Struktur 
Der hyaline Gelenkknorpel ist verantwortlich für ein reibungsloses Gleiten der beteiligten 
knöchernen Oberflächen und muss in der Lage sein, großen Belastungen zu widerstehen3,4. 
Daher ist die strukturelle Integrität des Gelenkknorpels von großer Bedeutung für die 
Bewegung des Gelenks3,5. Hyaliner Knorpel besteht aus einem einzigen speziellen Zelltyp, 
den Chondrozyten, umgeben von einem dichten Netzwerk aus Extrazellulärmatrix (EZM), 
welche vorwiegend aus Proteoglykanen und Kollagenfibrillen (hauptsächlich Typ II, aber auch 
Typ IX, XI, VI und XIV) aufgebaut ist6. Mit geringerem Anteil sind auch andere Makromoleküle 
innerhalb der EZM vertreten, wie beispielsweise (engl.) Cartilage Oligomeric Matrix Protein 
(COMP), (engl.) Link Protein, Dekorin, Fibromodulin, Fibronektin oder Tenascin4. Ungefähr 70 
bis 80% des hyalinen Knorpels bestehen aus Wasser, welches an Proteoglykane gebunden 
ist und entscheidend für die einzigartige mechanische Belastbarkeit des Gewebes ist7. Adulter 
Gelenkknorpel hat keinen Zugang zu Blut- und Lymphgefäßen oder Nervenzellen, eine 
Versorgung mit Nährstoffen erfolgt ausschließlich über Diffusion aus dem umliegenden 
Gewebe und der Gelenkflüssigkeit6.    
 
Die morphologische Einteilung des Knorpels erfolgt in 4 Zonen: die oberflächliche, die mittlere 
und die radiale Zone mit anschließendem Übergang an einer klaren Trennungslinie (engl.: 
Tidemark) zur kalzifizierten Zone (Abb. 1). In der oberflächlichen Zone herrscht der geringste 
Proteoglykan-Anteil, Kollagenfibrillen sind in einer Position parallel zur Gelenkoberfläche 
angeordnet und die Chondrozyten sind abgeflacht und noch nicht vollständig ausdifferenziert6. 
Die Funktion dieser Zone ist hauptsächlich der Schutz der unteren Schichten gegen 
Scherspannung, Zug- und Druckkräfte bei Gelenkbewegung7. Die mittlere Zone beinhaltet 
eine geringe Anzahl differenzierter Chondrozyten in einer EZM reich an etwas dickeren 
Kollagenfibrillen und steigendem Anteil an Proteoglykanen. Die Zone dient als weitere 
Resistenz gegen Druckbelastungen, die durch willkürliche Orientierung der Komponenten 
jedoch noch keinen optimalen Schutz bietet6,7. In der radialen Zone mit höchstem 
Proteoglykan-Anteil befinden sich die dicksten und widerstandsfähigsten Kollagenfibrillen7. 
Diese sind meist in senkrechter Position zur Gelenkoberfläche orientiert und auch die 
Chondrozyten lagern sich säulenförmig in gleicher Position an, was dieser Zone ihre 
außerordentliche Widerstandsfähigkeit gegen Druckbelastungen verleiht6,7. Die kalzifizierte 
Zone wird schließlich von Chondrozyten prähypertrophen und hypertrophen Phänotyps 
geprägt, die sich in einer dichten, kalzifizierten EZM reich an Typ-X Kollagen befinden6. Die 
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Kollagenfibrillen reichen von der radialen Zone über die (engl.) Tidemark-Trennungslinie in die 
kalzifizierte Zone und stabilisieren somit als Anker die Verbindung zwischen Knorpel und dem 
Übergang zur subchondralen Knochenplatte7. Diese wird wiederum durch die Zementlinie vom 
kalzifizierten Knorpel getrennt und geht letztlich in die subartikuläre Spongiosa über8. 
 
 
Abb. 1: A. Schematische Darstellung und B. Safranin-O/Fast Green Färbung des morphologischen 
Aufbaus von hyalinem Gelenkknorpel. 
Abbildung A modifiziert nach Frisch & Cucchiarini 20169. 
 
 
Chondrozyten machen nur ungefähr 2% des gesamten Knorpelvolumens aus und 
repräsentieren den einzigen Zelltyp innerhalb dieses Gewebes7. Sie entstehen aus 
mesenchymalen Stammzellen (MSZ) über einen komplexen Prozess der chondrogenen 
Differenzierung, an dem unzählige wichtige Faktoren und Einflüsse beteiligt sind (siehe Kapitel 
1.2). Die Bildung und Aufrechterhaltung der EZM-Komponenten sowie deren zonenspezifische 
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Verteilung zählen zu den wichtigsten Aufgaben der Chondrozyten7. Diese charakteristische 
EZM-Zusammensetzung mit Wasser, daran gebundenen Proteoglykanen und Typ-II Kollagen 
als Hauptbestandteile verleihen dem hyalinen Knorpel seine kennzeichnenden Eigenschaften 
wie mechanische Belastbarkeit und Elastizität6. 
 
Proteoglykane sind überaus wichtige Bestandteile für die Widerstandsfähigkeit von 
Gelenkknorpel gegen Druckbelastungen. Eine entscheidende Rolle spielen hierbei die hohen 
Konzentrationen negativer Ladungen, die eine Regulierung des osmotischen Drucks gemäß 
des Donnan-Prinzips erlauben10. Sie sind aus einem Kernprotein und einem oder mehreren 
kovalent verbundenen Glykosaminoglykanen (GAGs) aufgebaut, die sich wiederum aus 
wiederholenden Disaccharid-Einheiten bestehend aus Aminozucker und einer Uronsäure oder 
Galaktose zusammensetzen11. Es wird zwischen 5 verschiedenen GAG-Typen unterschieden: 
Hyaluronan (einziges nicht-sulfatiertes Proteoglykan), Chondroitinsulfat, Dermatansulfat, 
Heparansulfat und Keratansulfat. Hyalines Knorpelgewebe ist charakterisiert durch einen 
beachtlichen Anteil an Aggrekan (Chondroitinsulfat-Proteoglykan) in Form von Proteoglykan-
Aggregaten in Verbindung mit Hyaluronan und Link Protein11,12 (Abb. 2).   
 
 
 
Abb. 2: Proteoglykan-Aggregat im Knorpelgewebe. 
Abbildung übernommen von Esko et al. 200911. 
 
 
 
Das Kernprotein von Aggrekan besteht aus 3 globulären Regionen (G1 – 3) sowie einer 
interglobulären Domäne (IGD). Die G2 und G3 Regionen sind durch eine GAG Gruppe 
bestehend aus Keratansulfat (KS) und Chondroitinsulfat (CS) voneinander getrennt12 (Abb. 3).  
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Abb. 3: Aufbau des Proteoglykans Aggrekan.  
Abbildung modifiziert nach Roughley 200612. 
G1 – 3 = Kernproteinregionen; IGD = interglobuläre Domäne; KS = Keratansulfat; CS 1 – 2 = 
Chondroitinsulfat.  
 
 
Kollagene existieren in der Knorpel-EZM in Form von Fibrillen3, die aus parallel gestaffelten 
Kollagenmolekülen aufgebaut sind. Ein Molekül besteht wiederum aus 3 Proteinketten, die zu 
einer rechtsgängigen Tripelhelix verdrillt sind13,14. Die Proteinketten sind reich an Glycin, Prolin 
und Hydroxyprolin und liegen in Form einer linksgängigen Spirale vor6. Hierbei ist Prolin 
hauptsächlich für die Ausbildung der Spiralstruktur zuständig, Hydroxyprolin hingegen sorgt 
für Stabilität der Tripelhelix6. Mehr als 95% der Gesamtkollagene im hyalinen Knorpel werden 
durch Typ-II Kollagen repräsentiert, das durch seine komplexe Struktur und durch die 
Bündelung zu dichten Fibrillen eine enorme Resistenz gegen Zugkräfte aufweist6.  
 
Knorpelverletzungen 
Verletzungen der Knorpelschicht können entweder lokal begrenzt als fokale Knorpeldefekte 
oder generalisiert in Form von Arthrose auftreten1,15 (Abb. 4).  
 
Fokale Defekte entstehen meist durch akute Traumata, können aber auch sekundär infolge 
von Osteonekrose oder (lat.) Osteochondrosis dissecans entstehen1. Es handelt sich um lokal 
begrenzte Defekte der Knorpeloberfläche mit unterschiedlicher Tiefe, die zu starken 
Schmerzen in den betroffenen Gelenken mit Bewegungseinschränkungen bis hin zum -verlust 
führen können. Es wird zwischen chondralen Defekten, die sich vollständig auf den Knorpel 
beschränken und wiederum in teilschichtige und vollschichtige Defekte unterteilt werden, und 
osteochondralen Defekten, die bis in den subchondralen Knochen reichen, unterschieden1,16 
(Abb. 5).  
 
Bei einer generalisierten Arthrose (engl.: Osteoarthritis – OA) handelt es sich um eine 
komplexe, multifaktorielle Erkrankung, die neben der Knorpelschicht auch beispielsweise den 
subchondralen Knochen, die Synovialmembran, Menisken, Bänder, Sehnen und Muskeln 
involviert16 und deren klinische Symptome sich hauptsächlich durch Einschränkungen der 
Beweglichkeit, Schwellungen und chronische Schmerzen äußern16. Degenerative Prozesse, 
genetische Prädispositionen aber auch Überbelastung oder zugrunde liegende 
Primärerkrankungen der umliegenden Strukturen können zur Entstehung von Arthrose 
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führen1. Auf molekularer Ebene werden vorwiegend entzündliche Prozesse und pathologische 
Veränderungen der Genexpressionsmuster der Chondrozyten eingeleitet, was zur 
Degradierung der Matrixkomponenten sowie Zellapoptose führt1. Die (engl.) Osteoarthritis 
Research Society International (OARSI) hat Arthrose in 6 Stadien eingeteilt, ausgehend von 
ausschließlich molekularen Veränderungen (Grad 1) zu mehrstufigen morphologischen 
Veränderungen,  die von geringfügig aufgerauter Oberfläche (Grad 2), vertikalen Fissuren 
(Grad 3) und Erosionen (Grad 4) bis hin zur vollständigen Abtragung (Grad 5) und Deformation 
des Knorpels (Grad 6) reichen16.  
 
 
 
 
 
Abb. 4: A. Arthroskopische Aufnahmen und B. Sarfranin-O/Fast Green Färbung eines lokal 
begrenzten Knorpeldefekts (links) und Arthrose (rechts) des Kniegelenks. 
Teile der Abbildung übernommen von Orth et al. 20141 und Madry & Cucchiarini 20162. 
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Abb. 5: Klassifizierung von Knorpeldefekten. 
Abbildung modifiziert nach Cucchiarini et al. 201416. 
  
 
 
Da der hyaline Knorpel nicht mit Blutgefäßen versorgt wird, besteht keine Möglichkeit der 
Einwanderung von Zellen mit reparativen Eigenschaften wie beispielsweise Stamm- oder 
Progenitorzellen, die in der Lage wären, neue Chondrozyten auszubilden und den Knorpel 
somit auf natürliche Art und Weise wiederherzustellen1. Die intrinsischen 
Reparaturmechanismen von chondralen Knorpeldefekten sowie die durch Arthrose bedingten 
Veränderungen beschränken sich demnach auf die Migration von gewebsfremden Zellen aus 
den umliegenden Strukturen in die verletzten Bereiche1. Hierdurch wird jedoch nur eine 
vorübergehende Füllung der Defekte erreicht, die qualitativ nicht mit der Zusammensetzung 
und den charakteristischen Eigenschaften von hyalinem Knorpel zu vergleichen ist. Das 
Reparaturgewebe wird zudem nicht in den umliegenden Knorpel integriert und führt so mit der 
Zeit zu nekrotischen Veränderungen mit einer daraus folgenden Ausweitung der 
Defektgröße1,17. Osteochondrale Defekte haben den Vorteil, dass durch Eröffnung des 
subchondralen Knochens Zellen aus dem Knochenmark in die Defektregion einwandern 
können1,18. Im Knochenmark befinden sich multipotente mesenchymale Stammzellen, die in 
der Lage sind, zu Chondrozyten und Osteoblasten zu differenzieren und den Knorpel sowie 
die verletzten Knochenbereiche zu regenerieren1. Das Reparaturgewebe entspricht jedoch 
nicht vollständig der natürlichen Zusammensetzung des hyalinen Knorpels.  Verstärkte Typ-I 
statt Typ-II Kollagen Expression ist nachweisbar und es besteht keine vollständige Integration 
in die umliegende EZM des gesunden Gewebes5. Stattdessen kommt es zur teilweisen 
Apoptose1 der Chondrozyten der angrenzenden Bereiche, was zum Verlust der Zellularität und 
somit zur Ausbildung eines Faserknorpels führt19. Dieser kann ohne angemessene Therapie 
im weiteren Verlauf erneut Degenerationsprozessen unterliegen, was wiederum zur 
Vergrößerung des ursprünglichen Defekts oder auch zur Entwicklung von Arthrose führen 
kann1.    
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Therapieoptionen 
Für die verschiedenen Arten der Erkrankungen des Knorpels werden unterschiedliche 
Therapien angewendet. Vollschichtige, symptomatische, chondrale Defekte werden nach dem 
Vorbild der biologischen Prozesse behandelt, indem mit Hilfe von subchondralen Bohrungen, 
Mikrofrakturierungen oder Abrasionen eine Einwanderung von Zellen des Knochenmarks in 
die Defekte induziert wird1,20. Die tieferen, osteochondralen Defekte können unter anderem 
durch Transplantation von osteochondralen Zylindern behandelt werden, die aus gesunden 
Körperstellen entnommen werden1,21. Die Behandlung von Arthrose wird stadienabhängig 
durchgeführt, beginnend mit Gewichtsreduktion und moderater Bewegungs- und 
Physiotherapie, wahlweise in Kombination mit pharmakologischer Begleittherapie 
(Entzündungshemmer, Schmerzmittel)1. Je nach Ausprägung der Krankheit werden teilweise 
auch oben genannte Optionen oder Osteotomien angewendet, um eine Gewichtsverlagerung 
zu erzielen und die betroffenen Bereiche zu schonen1. Eine der wichtigsten Methoden zur 
Behandlung schwerwiegender Knorpelverletzungen ist die Transplantation von autologen 
Chondrozyten in Kombination mit biologisch abbaubaren Trägermaterialien (engl.: Scaffolds) 
in den Defektbereich (Autologe Chondrozytentransplantation – ACT)1,22. 
 
Dennoch ist bisher keine der genannten Behandlungsmethoden dazu in der Lage, die 
natürliche Zusammensetzung von hyalinem Knorpel vollständig wiederherzustellen und zu 
erhalten1. Die Qualität und Zusammensetzung des Reparaturgewebes ist vergleichbar mit 
dem Faserknorpel, der infolge der dürftigen intrinsischen Reparaturmechanismen entsteht, 
und ist gekennzeichnet durch die Präsenz von Typ-I statt Typ-II Kollagen und geringer 
mechanischer Belastbarkeit4,23,24. Zu den Limitierungen der Transplantationsmethoden 
gehören unter anderem die Invasivität der Extraktionsmethoden sowie die Eigenschaft von 
Chondrozyten, ihren Phänotyp bei Expansion kritisch zu verändern15,25,26. Verbesserungen der 
Qualität des Reparaturgewebes sowie Vereinfachungen der Protokolle durch Modifikationen 
der Therapieoptionen oder auch durch neue, innovative Ansätze sind daher von großer 
Bedeutung für die Behandlung von Knorpelverletzungen.  
 
 
1.2. Stammzellen in der Knorpelreparatur 
Allgemeines 
Ein experimenteller Ansatz, um die Limitierungen der bisherigen Therapieoptionen zu 
bewältigen, ist die Transplantation von Stammzellen, die das Potential zur chondrogenen 
Differenzierung aufweisen und stärkere regenerative Eigenschaften besitzen als isolierte und 
expandierte Chondrozyten4,27-30. Stammzellen sind generell definiert durch ihre Fähigkeit zur 
Proliferation und Selbsterneuerung, ihre regenerativen Eigenschaften sowie ihr multipotentes 
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Differenzierungspotential, das von gewebsspezifischen Signalen und der lokalen Umgebung 
beeinflusst wird31,32. Es wird hauptsächlich zwischen 3 Stammzelltypen unterschieden: 
pränatale embryonale Stammzellen (ESZ)33-37, perinatale Stammzellen aus dem 
Fruchtwasser38-41, der Nabelschnur42-44 oder der Plazenta45-47 und postnatale oder adulte 
Stammzellen, zu denen unter anderem auch hämatopoetische Stammzellen (HSZ)48,49 und 
mesenchymale Stammzellen gehören (MSZ)31,32,50. Eine relativ neue Art stellen differenzierte 
somatische Zellen dar, die mittels verschiedener Methoden in einen undifferenzierten Status 
zurückversetzt werden können, die sogenannten induzierten pluripotenten Stammzellen 
(iPSZ)51-57. Diese Methode ist allerdings bisher nur wenig erforscht. ESZ werden aus der 
inneren Zellmasse der Blastozyste entnommen und können extensiv expandiert werden, ohne 
dass sie ihre Fähigkeit zur Selbsterneuerung verlieren58, sind jedoch aufgrund ihrer 
Isolationsmethode ethisch umstritten. Perinatale Stammzellen können unter geringeren 
ethischen Gesichtspunkten isoliert und in großem Umfang expandiert werden ohne ihr 
Differenzierungspotential zu verlieren40. Die Isolation von adulten Stammzellen hingegen 
umgeht die ethischen Probleme vollständig und bietet weitere Vorteile zur Anwendung im 
Bereich der Medizin wie beispielsweise die Möglichkeit der autologen Transplantation sowie 
verminderte tumorigene Eigenschaften durch unterschiedliche epigenetische Regulierung59.  
 
Mesenchymale Stammzellen (MSZ) 
Mesenchymale Stammzellen (MSZ) haben die Fähigkeit, zu verschiedenen Zelltypen 
mesodermalen Ursprungs (z. B. Knorpel, Knochen, Fett, Muskeln, Bänder und Sehnen) zu 
differenzieren60  und gewinnen immer mehr an Bedeutung für klinische und experimentelle 
Strategien zur Behandlung von Knorpelverletzungen, da sie neben ihrem chondrogenen 
Differenzierungspotential sowohl trophische als auch immunmodulatorische Eigenschaften für 
Zellen der angrenzenden Knorpelbereiche aufweisen15,61-65. Die 3 Hauptlinien der Plastizität 
von MSZ sind definiert durch Chondrogenese (Differenzierung zu Knorpelzellen, chondrogene 
Differenzierung), Adipogenese (Differenzierung zu Fettzellen, adipogene Differenzierung) und 
Osteogenese (Differenzierung zu Knochenzellen, osteogene Differenzierung). Das (engl.) 
Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee der (engl.) International Society for Cellular 
Therapy hat bestimmte Kriterien definiert, um MSZ eindeutig zu charakterisieren: es handelt 
sich um Plastik-adhärente Zellen mit positiver Expression von  CD105, CD73, CD71 und CD90 
sowie fehlender Expression von CD45, CD34, CD14, CD79ɑ und HLA-DR, die unter 
bestimmten Kulturbedingungen in der Lage sein müssen, zu Chondrozyten, Osteoblasten und 
Adipozyten zu differenzieren15,66,67.     
 
Adulte MSZ sind in einer Vielzahl von Geweben präsent, wie beispielsweise in Fettgewebe 
(engl.: ‚Adipose-derived‘ MSZ – ASZ), der Synovialmembran (engl.: ‚Synovial-derived‘ MSZ – 
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SDZ), dem Perichondrium/Periosteum (PP-MSZ) oder der Spongiosa15,68-70. Die beliebteste 
und meist erforschte Quelle ist das Knochenmark32,64,71, das trotz des relativ geringen MSZ-
Anteils von ungefähr ≤1% die verlässlichste und reichste MSZ-Quelle darstellt72. Mehrere 
(engl.) Proof-of-Concept Studien haben die Eignung solcher aus Knochenmark isolierter MSZ 
(engl.: ‚Bone Marrow‘ MSZ – BM-MSZ) für die Knorpelreparatur unter Beweis gestellt73-76 und 
auch in klinischen Studien werden BM-MSZ Transplantationen bereits zur Behandlung von 
Knorpeldefekten77-81 und Arthrose27,82-84  eingesetzt.  
 
In der vorliegenden Arbeit wurden MSZ nach Routineprotokollen85 aus dem Knochenmark von 
Patienten isoliert, die sich einer vollständigen Knie-Arthroplastik unterzogen haben. FACS-
Analysen zur Überprüfung ausgewählter Expressionsmuster (CD34-, CD71+, CD105+) wurden 
aufgrund der ausreichenden Literaturnachweise bezüglich der Eignung von Knochenmark zur 
Isolation von MSZ32,64,71 sowie der langjährigen Etablierung und Verifikation der genutzten 
Protokolle ausschließlich stichprobenartig durchgeführt und bestätigten eine fehlende 
Expression von CD34 sowie eine im Vergleich zur Negativkontrolle deutlich ausgeprägte 
Expression von CD71 und CD105 (Abb. 6).    
 
Eine Vereinfachung der Nutzung isolierter MSZ in Form eines Einschrittverfahrens ist die 
direkte Anwendung des Knochenmarks selbst, die auch bereits in der Klinik Anwendung 
findet86-89.  Vorteil dieser einstufigen Prozesse ist, dass sich die Stammzellen in ihrer 
natürlichen Umgebung befinden und somit von parakrinen Effekten der benachbarten Zellen 
sowie der EZM profitieren können90. Einige der Hauptkomponenten des Knochenmarks sind 
neben multipotenten MSZ (~1%) beispielsweise hämatopoetische Stamm- (HSZ) und 
Vorläuferzellen, Endothelzellen, Makrophagen, Adipozyten, Fibroblasten oder 
Osteoprogenitorzellen50, die alle eine positive Expression von CD45 aufweisen. Unter 
speziellen chondrogenen Kultivierungsbedingungen sind trotz der Vielzahl an 
unterschiedlichen Zellsubpopulationen jedoch weiterhin hauptsächlich die mesenchymalen 
Stammzellen an den chondroregenerativen Prozessen beteiligt91,92. Es wurde gezeigt, dass 
CD45+ Zellen bezüglich der chondrogenen Differenzierung der MSZ sogar stimulatorische 
Effekte aufweisen, womöglich durch die parakrine Produktion chondrogener Faktoren wie 
beispielsweise SOX950. Die biologische Umgebung, Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen 
spielen demnach eine außerordentliche Rolle für beinahe alle relevanten Eigenschaften der 
MSZ und müssen sowohl für in vitro als auch für in vivo Experimente sowie klinische Studien 
berücksichtigt werden90.  
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CD = (engl.) Cluster of Differentiation 
 
Abb. 6: Stichprobenartige FACS-Analysen zur Überprüfung ausgewählter Charakterisierungs-
merkmale von aus Knochenmark isolierten MSZ. 
Die Zellisolation fand nach Routineprotokollen unmittelbar nach Probenentnahme statt. Die Zellen 
wurden anschließend in Monolayer-Kulturen expandiert, kultiviert und nach 6 Wochen mittels FACS-
Analyse auf die Expression von CD34, CD71 und CD105 untersucht. Die Charakterisierungskriterien 
für mesenchymale Stammzellen wurden durch die hier erhaltenen Ergebnisse (fehlende Expression von 
CD34, stark ausgeprägte Expression von CD71 und CD105) klar bestätigt. Identische Untersuchungen 
zu einem früheren Zeitpunkt (3 Wochen nach Isolation, Daten nicht gezeigt) zeigten vergleichbare 
Ergebnisse. MSZ = Mesenchymale Stammzelle; FACS = (engl.) Fluorescence-activated Cell Sorting;  
 
 
 
Mesenchymale Stammzellen in der Skelettentwicklung  
MSZ sind Grundgerüst der endochondralen Ossifikation, einem der wichtigsten Vorgänge der 
embryonalen Skelettentwicklung, die meist am komplexen Modell der Extremitätenentwicklung 
beschrieben wird. Der gesamte Prozess wird von einer Vielzahl an Faktoren gesteuert und 
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Growth Factor; N-Cad = N-Cadherin. 
jede einzelne Phase ist durch die Expression charakteristischer Marker gekennzeichnet (Abb. 
7).  
 
 
 
Abb. 7: Prozess der endochondralen Ossifikation. 
Abbildung modifiziert nach Frisch & Cucchiarini 20169.  
Blau hinterlegt: beteiligte Faktoren. Gelb hinterlegt: Matrixkomponenten. MSZ = Mesenchymale 
Stammzelle; TGF = (engl.) Transforming Growth Factor; SOX = (engl.) SRY [Sex-determining Region 
Y]-related HMG [High-Mobility Group] Box; Wnt = (engl.) Drosophila Segment Polarity Gene wingless 
and Vertebrate Homolog integrated int-1; FGF = (engl.) Fibroblast Growth Factor; BMP = (engl.) Bone 
Morphogenetic Protein; PTHrP = (engl.) Parathyroid Hormone-related Protein; IHH = (engl.) Indian 
Hedgehog; RUNX = (engl.) Runt-related Transcription Factor; VEGF = (engl.) Vascular Endothelial 
 
  
 
Im ersten Schritt nach MSZ Proliferation kommt es zur Ausbildung von Zellclustern, wodurch 
die Zellmasse pro Fläche erhöht wird ohne weiteres Proliferationsverhalten aufzuweisen (MSZ 
Kondensation9,93). Dieser Prozess basiert hauptsächlich auf Zell-Zell- und Zell-Matrix-
Interaktionen, die zu verstärkter Zelladhäsion mit der Ausbildung interzellulärer Verbindungen 
führen94-96. Den größten Anteil haben hieran die Zelladhäsionsmoleküle N-Cadherin (Calcium-
abhängig97) und N-CAM (engl.: Neural Cell Adhesion Molecule) sowie Hyaluronidase und die 
Expression spezifischer EZM Moleküle wie Typ-I-Kollagen9,93-97.  
 
Die Chondrogenese selbst ist ein zweistufiger Prozess, ausgehend von der Differenzierung 
der kondensierten Stammzellen zu Knorpelvorläuferzellen mit anschließender weiterer 
Reifung zu ausdifferenzierten proliferierenden Chondrozyten95. In dieser Phase kommt es zu 
einer wichtigen Umorganisation der Matrixkomponenten, charakterisiert durch einen 
steigenden Anteil an Hyaluronan sowie durch den Wechsel von Typ-I Kollagen zur 
knorpelspezifischen Expression von Aggrekan und Typ-II Kollagen, Typ-IX und Typ-XI 
Kollagen9,93-95. Eine weitere wichtige Veränderung innerhalb dieser Phase ist der 
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morphologische Übergang der Zellen zur charakteristischen runden Form der differenzierten 
Chondrozyten9,93,96-98 (Abb. 7). Die Differenzierungsvorgänge und die Bildung der 
Matrixkomponenten werden von verschiedenen wichtigen Transkriptions- und 
Wachstumsfaktoren gesteuert, Hauptvertreter sind hierbei  SOX9 (engl.: SRY [Sex-
determining Region Y]-related HMG [High-Mobility Group] Box 9)  und TGF-β (engl.: 
Transforming Growth Factor β) mit den stärksten chondrogenen Eigenschaften, aber auch 
weitere wichtige Faktoren wie IGF-I (engl.: Insulin-like Growth Factor I), FGF-2 (engl.: 
Fibroblast Growth Factor) und BMP‘s (engl.: Bone Morphogenetic Proteins)94,95,97-99.  
 
Die differenzierten Chondrozyten sind die Grundlage zur Ausbildung von hyalinem Knorpel, 
kommt es jedoch durch Einfluss charakteristischer Faktoren zur terminalen Differenzierung, 
entwickeln sich die Chondrozyten vom prähypertrophen zum hypertrophen Phänotyp, 
charakterisiert durch eine auffallende Volumenvergrößerung (Hypertrophie)9,95,100. Dieser 
Schritt ist Voraussetzung für die Matrix-Kalzifizierung und die folgende Einwanderung von 
Osteoblasten zur Ausbildung von Knochengewebe (Ossifikation). Die Hypertrophie wird 
hauptsächlich durch den Transkriptionsfaktor RUNX2 (engl.: Runt-related Transcription Factor 
2) gesteuert und basiert zusätzlich auf negativen Rückkopplungssignalen von PTHrP (engl.: 
Parathyroid Hormone-related Protein) und IHH (engl.: Indian Hedgehog)9,95,96. Hauptmerkmal 
hypertropher Chondrozyten ist der bis zu 20-fache Volumenanstieg sowie die Expression von 
Typ-X statt Typ-II Kollagen als wichtigster EZM Bestandteil9,95,97,100,101.  
 
Der finale Schritt der endochondralen Ossifikation ist letztlich charakterisiert durch Apoptose 
der hypertrophen Chondrozyten, begleitet von der Expression des (engl.) Vascular Endothelial 
Growth Factor (VEGF) mit daraus folgender Ausbildung von Blutgefäßen (Angiogenese)96,100. 
Über die neu synthetisierten Gefäße wandern Osteoblasten in die hypertrophen Zonen ein, 
die die apoptotischen Chondrozyten ersetzen und somit den Weg zur Knochenbildung 
ebnen9,93. Die eingewanderten Osteoblasten sind letztlich verantwortlich für die endgültige 
Matrix-Umgestaltung durch Expression von Typ-I Kollagen und Osteocalcin95. Dieser Prozess 
ist abhängig vom Wnt/β-Catenin Signalweg (Wnt = (engl.) Drosophila Segment Polarity Gene 
wingless and Vertebrate Homolog integrated int-1) sowie der Expression von 
Matrixmetalloproteasen (MMP’s) und von verschiedenen Wachstums- und 
Transkriptionsfaktoren mit RUNX2 als Hauptvertreter9,95,98,101.   
 
Die endochondrale Ossifikation ist demnach ein komplexes Modell zur embryonalen 
Entwicklung von Knorpel und Knochen, in welchem jede Phase von charakteristischen 
Faktoren beeinflusst wird und gleichzeitig eine stadienspezifische Zusammensetzung der EZM 
mit sich bringt. Anhand dieses Modells lässt sich auch der typische Aufbau des hyalinen 
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Knorpelgewebes erklären: Zone 1 (mittlere Zone, Abb. 1) beinhaltet ruhende Chondrozyten, 
die sich im weiteren Verlauf nach Reifung und Proliferation in Säulen aus schnell teilenden 
Zellen anordnen (Zone 2, radiale Zone, Abb. 1). Zone 3 (kalzifizierte Zone, Abb. 1) ist durch 
hypertrophe Chondrozyten charakterisiert, die letztlich aus dem Zellzyklus aussteigen und 
durch Osteoblasten ersetzt werden102 (subchondraler Knochen).  
 
Wichtige Parameter bei der Anwendung zur Knorpelreparatur 
Zwischen dem Aufbau von hyalinem Gelenkknorpel (Abb. 1) und dem Knorpel der 
Wachstumsfuge (Abb. 8), der durch endochondrale Ossifikation ausgebildet wird, besteht eine 
gewisse Ähnlichkeit. Zone 1 besteht aus reifen, ruhenden Chondrozyten, die nach Proliferation 
(Zone 2) zum hypertrophen Phänotyp übergehen (Zone 3) und letztlich durch einwandernde 
Osteoblasten ersetzt werden (Abb. 8). Demnach wird bei der Anwendung von MSZ zur 
Knorpelreparatur in der Theorie davon ausgegangen, dass der Prozess der chondrogenen 
Differenzierung dem Modell der endochondralen Ossifikation (Abb. 7) folgt. Bei chondrogener 
Stimulation der MSZ (beispielsweise durch spezielles chondrogenes Medium und/oder 
Gentherapie) ist daher wichtig, das Stadium der reifen Chondrozyten genau abzupassen, ohne 
dass es zur terminalen Differenzierung mit Ausbildung des hypertrophen Phänotyps kommt. 
Werden MSZ zur Knorpelreparatur eingesetzt, ist es demnach von großer Bedeutung, neben 
der chondrogenen Differenzierung auch hypertrophe Eigenschaften zu untersuchen.  
 
 
Abb. 8: Aufbau der Wachstumsfuge mit Einteilung der Zonen und beteiligten Zelltypen. 
Abbildung modifiziert nach Frisch & Cucchiarini 20169.  
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1.3. Gentherapie 
Allgemeines 
Die genetische Manipulation eukaryotischer Zellen für experimentelle und therapeutische 
Zwecke ist bereits seit über 40 Jahren eine attraktive Strategie der allgemeinen Forschung103. 
Meist werden hierbei Gene eingesetzt, die aktiv zur Bekämpfung oder Unterdrückung einer 
großen Bandbreite von Erkrankungen beitragen sollen. Im Bereich der Knorpelforschung stellt 
die genetische Veränderung von isolierten MSZ oder Knochenmark ein wichtiges und 
neuartiges Instrument zur weiteren Verbesserung der Therapieoptionen dar. Hierbei können 
fremde Gene oder Gensequenzen in die Zellen eingebracht werden, deren Expression 
idealerweise aktiv die Knorpelneubildung fördern soll. Als Werkzeug zur Gentherapie dienen 
nichtvirale (Transfektion) und virale Transfersysteme (Transduktion). Ohne Zweifel 
repräsentieren nichtvirale Methoden wie Elektroporation oder Mikroinjektion den für den 
Patienten sichersten Prozess der genetischen Manipulation, die Transgenexpression ist 
jedoch nur wenig effizient und von kurzer Dauer15,103,104. Virale Transfersysteme hingegen sind 
aufgrund der natürlichen Integrationswege stabiler und effektiver, besitzen jedoch aufgrund 
ihrer teilweise immunogenen und toxischen Wirkung diverse Nachteile15,103,104. Bei der 
Herstellung viraler Gentransfervektoren werden zunächst eukaryotische Gene in 
prokaryotische Plasmide einkloniert, die dann in ihrem natürlichen Organismus vermehrt 
werden und anschließend zur Neuorganisation viraler DNA (= Rekombination) benutzt 
werden. Solche rekombinanten viralen Vektoren werden schließlich benutzt, um auf dem 
biologischen Weg der Wirtszellinfektion ihre DNA im menschlichen Genom zu integrieren und 
dort zu vervielfältigen, was letztlich in der Transgenexpression resultiert. Die hauptsächlich 
hierfür verwendeten Viren sind Adenoviren, Retro-  oder Lentiviren sowie Herpes Simplex 
Viren15. Vektoren des Adenovirus und des Herpes Simplex Virus sind hocheffizient, erlauben 
jedoch nur kurzweilige Transgenexpression mit schädlichen Nebeneffekten15. Retro- und 
lentivirale Vektoren führen zur stabilen Integration ins Wirtszellgenom und garantieren somit 
hohe Effizienz und Stabilität der Transgenexpression, bergen aber das Risiko der 
Insertionsmutagenese15. Die Anwendung von adeno-assoziierten Viren als Basis für 
Gentherapieansätze repräsentiert ein relativ neues, hocheffizientes Transfersystem, das den 
bisher aufgeführten Systemen in mehreren Punkten überlegen ist.  Die sogenannten 
rekombinanten adeno-assoziierten viralen (rAAV) Vektoren sind durch komplette Entfernung 
der viralen Sequenzen ein sicheres Werkzeug zur genetischen Manipulation von Zellen, sind 
weniger immunogen und toxisch und können sowohl teilungsfähige (z.B. MSZ) aber auch nicht 
teilungsfähige Zellen (z.B. Chondrozyten) mit hoher Effizienz (bis zu 95%) und über lange 
Zeiträume (mindestens 150 Tage) transduzieren2. Hierbei liegen sie hauptsächlich als stabile 
Episomen neben der chromosomalen DNA im Zellkern vor und werden nur geringfügig ins 
Dissertation Janina Frisch   1. Einleitung 
31 
Wirtszellgenom integriert, wodurch das Risiko zur Insertionsmutagenese deutlich verringert 
wird15.  
 
Gentherapie in der Klinik 
Der erste autorisierte Gentransfer im Menschen wurde im Jahre 1989 durchgeführt, als 
Rosenberg und Kollegen retroviral-veränderte Tumor-infiltrierende Lymphozyten als 
Immuntherapie bei malignen Melanomen eingesetzt haben105. Die Verträglichkeit der 
Behandlung war bei allen Studienteilnehmern zufriedenstellend und es wurden keine 
Nebenwirkungen der Gentherapie beobachtet. Seitdem stieg die Anzahl der klinischen 
Gentherapie-Studien rapide an, wobei immer mehr Variationen bezüglich der Transfersysteme 
verfügbar wurden, aber auch Einschläge im Bereich der Toleranz und Sicherheit bei den 
Patienten beobachtet wurden. Von den insgesamt mehr als 1300 klinischen Studien wurden 
vorwiegend nichtvirale Systeme (~ 25%) oder adenovirale (~ 25%) beziehungsweise 
retrovirale Vektoren (~22%) eingesetzt. rAAV Vektoren hingegen wurden nur vergleichsweise 
wenig verwendet (~ 3,5%)106, umfassen jedoch ein beachtliches Krankheitsfeld wie 
beispielsweise Stoffwechselerkrankungen107, Gerinnungsstörungen108  sowie Erkrankungen 
des Nervensystems109,110, der Netzhaut111 oder der  Muskeln112, aber auch 
Gelenkerkrankungen wie rheumatoide Arthritis113-116 oder Arthrose117-119. Das erste 
kommerziell erhältliche Gentherapie-Produkt wurde 2005 in China auf den Markt gebracht 
(Behandlung des Kopf-Hals-Karzinoms106,120). In Europa wurde 2012 das Produkt Glybera® 
autorisiert, ein auf rAAV Vektoren basierendes Medikament gegen den Lipoproteinlipase-
Defekt121 (Stoffwechselerkrankung).   
 
Im Jahr 1999 wurde das optimistische Bild der neuen Therapiemöglichkeit erstmals in Frage 
gestellt, als ein Patient infolge eines Zytokinsturms nach adenoviraler Gentherapie gegen 
Ornithin-Transcarbamylase-Defizienz (Erkrankung des Harnstoffzyklus) innerhalb von 4 
Tagen im Anschluss an die Behandlung verstarb106,122. Ein weiterer Fall ereignete sich 2002, 
als durch die Behandlung der X-SCID Immunschwäche durch Gentherapie mit Retroviren die 
Entwicklung von Leukämie dokumentiert wurde106,123. Dennoch wurde die Gentherapie im 
klinischen Bereich nicht vollständig aufgegeben, etliche weitere Studien wurden autorisiert und 
seither wurden keine vergleichbaren Fälle mit Todesopfern als Folge der Gentherapie 
beobachtet. Im Jahr 2007 verstarb eine 36-jährige Frau nach wiederholter Injektion von rAAV 
Vektoren, woraufhin die Studie von der (engl.) Food and Drug Administration (FDA) eingestellt 
wurde. Nach eingängiger Untersuchung konnte jedoch nicht erwiesen werden, dass die 
Todesursache auf die Gentherapie zurückzuführen ist. Obwohl vor allem die wiederholte Gabe 
des Medikaments einige Nebeneffekte wie immunologische Reaktionen durch 
neutralisierende Antikörper hervorgerufen haben könnte, wurde als Hauptursache des 
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Versterbens eine Histoplasmose infolge einer Pilzinfektion der Patientin diagnostiziert106. Auch 
wenn ein Einfluss des Gentransfers auf den Tod der Patientin nicht vollständig auszuschließen 
war, wurde die Studie schließlich von der FDA ungefähr ein halbes Jahr später unter leicht 
verschärften Auflagen wieder freigegeben106. Diese Freigabe stellte einen wichtigen Schritt für 
die weitere Nutzung von rAAV Vektoren für gentherapeutische Zwecke dar.  
  
Gentransfer in der Knorpelreparatur 
Gentherapie zur Behandlung von Gelenkverletzungen ist ein breit gefächertes und überaus 
wichtiges Forschungsgebiet mit einer Vielzahl an Variablen wie beispielsweise Zelltypen und 
Vektorsysteme, aber auch Kultivierungsmethoden und Studiendesigns (in vitro, in situ, ex vivo, 
in vivo bis hin zu klinischen Studien). Evans et al.116 und Wehling et al.114 transplantierten 
beispielsweise ex vivo retroviral transduzierte Synovialzellen (Transgen: (engl.) Interleukin 1 
Receptor Antagonist), um Patienten mit rheumatoider Arthritis zu behandeln, wohingegen 
Mease et al.113 eine direkte Injektion adeno-assoziierter viraler Vektoren (Transgen: 
Tumornekrosefaktor α (TNFα) Rezeptorantagonist) zur Behandlung der gleichen Krankheit 
bevorzugten. Im Bereich der Arthrose wurden bisher nur von 2 Arbeitsgruppen klinische 
Gentherapie-Studien dokumentiert, die sich beide mit der Implantation retroviral transduzierter 
Chondrozyten (Transgen: (engl.) Transforming Growth Factor β) befassten119,124,125. Eine 
Anwendung der Gentherapie zur Behandlung von fokalen Knorpeldefekten sowie 
Transplantationen genetisch modifizierter MSZ oder Knochenmarkaspirate in klinischen 
Studien ist bisher nicht bekannt, bietet jedoch aufgrund der vielseitigen vorteilhaften 
Eigenschaften der Stammzellen eine attraktive Alternative.  
 
Mehrere in vitro Studien testeten bereits eine Bandbreite an chondroreparativen Genen für 
den Gentransfer in MSZ und vielen dieser Faktoren konnte hierbei ein stimulatorischer Effekt 
bezüglich der chondrogenen Differenzierung nachgewiesen werden, wie beispielsweise15: 
- ECM Moleküle: (engl.) Cartilage Oligomeric Matrix Protein – COMP126 
- Wachstumsfaktoren: (engl.) Bone Morphogenetic Proteins - BMPs127, (engl.) Basic 
Fibroblast Growth Factor - FGF-285, (engl.) Human Telomerase - hTERT128 
- Transkriptionsfaktoren: (engl.) Sex-determining Region Y-type High Mobility Group 
Box – SOX5, 6, 9129-133, (engl.) Zinc-finger Protein 145 - ZNF145134 
- Signalmoleküle: (engl.) Indian Hedgehog - IHH135 
- (engl.) small interfering RNA (siRNA): anti-p53136,  anti-RUNX2/Cbfa1137,138  
 
Die Transplantation von genetisch modifizierten MSZ wurde auch in relevanten in vivo Studien 
zur Behandlung von Arthrose und fokalen Defekten bereits erfolgreich durchgeführt, 
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beispielsweise15 mit einer über verschiedene Vektorsysteme vermittelten Überexpression von 
SOX9139, (engl.) B-cell Lymphoma Extra Large -  Bcl-xl140, (engl.) Carilage-derived 
Morphogenetic Protein 1 - CDMP1141, ZNF145134,  BMP-2142, BMP4143 sowie dem (engl.) 
Connective Tissue Growth Factor - CTGF144. Ein detaillierter Überblick über den aktuellen 
Fortschritt der Anwendung von genetisch modifizierten Stammzellen wurde im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit als Übersichtsartikel zusammengefasst15.  
 
Über die genetische Manipulation von Knochenmarkaspiraten hingegen ist allgemein bisher 
nur vergleichsweise wenig bekannt. Die wenigen relevanten Studien befassten sich 
hauptsächlich mit adenoviralem Gentransfer145-147, wobei zwar eine effektive, aber trotz hoher 
Vektordosen nur kurzzeitige Transgenexpression für TGF-β, BMP-2 oder IHH nachgewiesen 
werden konnte. Die ersten Ergebnisse zum Gentransfer mittels rAAV Vektoren wurden erst 
kürzlich veröffentlicht148, wobei eine Transduktionseffizienz von bis zu 90% über einen 
Zeitraum von mindestens 125 Tage nachgewiesen wurde, ohne dass die Behandlung mit rAAV 
Vektoren toxische Effekte aufwies oder Einfluss auf die chondrogene Differenzierung zeigte.  
Adeno-assoziierte Viren 
Biologische Struktur 
Adeno-assoziierte Viren (AAV) gehören zur Gattung der Dependoviren und wurden 1965 als 
Kontamination von Adenovirus-Präparationen entdeckt149,150. Der Gattungsname unterstreicht 
die Abhängigkeit des AAV von einem Helfervirus zur effektiven Wirtsinfektion. Es handelt sich 
um  nicht-replikative Viren (20 – 25 nm im Durchmesser, Abb. 9) ikosahedraler Form mit 
eingekaplseltem, einzelsträngigem 4,7 kb großem DNA Genom151.  
 
 
                              
 
 
  
 
 
 
 
 
Abb. 9: A. Schematische Darstellung eines AAV-Partikels; B. Fluorochrom(Cy3)-markierte AAV-2 
Partikel in mesenchymalen Stammzellen. 
 
 
Das AAV-2-Genom wird von den T-förmigen (engl.) Inverted Terminal Repeats (ITRs) 
umrandet, die sich aufgrund ihrer multipalindromischen Natur durch komplementäre 
Paarungen mit sich selbst falten können und somit die Struktur einer Haarnadel annehmen149 
(Abb. 10). Diese flankieren die viralen Gene rep (engl.: replication, kontrollierte Expression 
A. B. 
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Kilobasen. 
durch Promotor-Sequenzen p5 und p19) und cap (engl.: capsid, kontrollierte Expression durch 
Promotor-Sequenz p40)149 (Abb. 10).  
 
 
 
 
Abb. 10: Wildtyp AAV-2 Genom mit vergrößerter Darstellung der 5‘ITR. 
Abbildung modifiziert nach Cucchiarini 2009103 und Snyder & Flotte 2002152.  
AAV = Adeno-assoziiertes Virus; OH = Hydroxygruppe; ITR = (engl.) Inverted Terminal Repeat; rep = 
AAV-Gen für Replikation; cap = AAV-Gen für Capsidbildung; polyA = Polyadenylierungssignal; kb = 
 
 
 
Bisher wurden 12 AAV Serotypen entdeckt, wovon AAV-2 bisher jedoch am eingängigsten 
studiert wurde und somit als Prototyp der AAV Familie dient151. In der menschlichen Population 
herrscht eine große Seroprävalenz des Virus (~80% seropositiv für AAV-2), die jedoch lange 
nicht mit Krankheiten assoziiert wurde149. Demnach sind AAV weitestgehend in der Lage, sich 
innerhalb des Wirts zu replizieren und zu bestehen, ohne dabei der Wirtszelle zu schaden153, 
was sie als attraktives Werkzeug im Bereich der Gentherapie identifiziert. Im Jahr 2007 wurde 
erstmals eine mit AAV verbundene Pathogenität durch die Entstehung von 
Leberzellkarzinomen (engl.: Hepatocullular Carcinoma – HCC) nach systemischer Injektion 
eines rAAV Vektors festgestellt154. Chandler et al. haben diesbezüglich erst kürzlich eine 
umfangreiche Studie mit Mäusen durchgeführt, um diese Hypothese zu überprüfen155 und 
konnten nachweisen, dass die pathogene AAV Integration hauptsächlich in einem speziellen 
murinen Genlocus (Rian-Locus, Chromosom 12) stattfand, der analog im Menschen nicht 
existiert. Des Weiteren konnte die Integration durch Vektordosis sowie Promotorwahl 
beeinflusst werden. Eine direkte Verbindung zwischen der Entstehung von HCC und der 
Behandlung mit AAV konnte bisher ausschließlich bei Mäusen nachgewiesen werden, alle 
klinischen Studien wiesen hingegen exzellente Sicherheitsprotokolle auf156. Eine weitere 
Studie zur Untersuchung von Patienten mit spontan entstandenen HCCs zeigte, dass bei nur 
ungefähr 6% gleichzeitig auch eine AAV-Integration aufgetreten war157. Diese Diskrepanz 
zwischen der hohen Seroprävalenz und der geringen AAV-bedingten Entstehung von HCCs 
im Menschen sowie die vielversprechenden Sicherheitsberichte klinischer Studien 
befürworten demnach weiterhin die Anwendung von AAV Vektoren zur Gentherapie als 
sicheres Werkzeug. Wildtyp AAVs werden zudem idealerweise bei Präparationen vollständig 
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eliminiert, um letztlich ausschließlich die rekombinanten AAV Vektoren als Transfersystem zu 
verwenden, bei denen die für eine Wirtszellinfektion kritischen viralen Sequenzen vollständig 
entfernt wurden156. Dennoch sollten aufgrund dieser neuen Erkenntnisse bezüglich der 
Pathogenität von AAV einige Aspekte zur Verbesserung der Sicherheit in Betracht gezogen 
werden, wie beispielsweise die sorgfältige Promotorwahl im AAV Design sowie der Verzicht 
einer AAV-Therapie für Patienten mit besonderem Risiko für Lebererkrankungen156. 
Erwähnenswert bezüglich der Sicherheit von AAV ist weiterhin, dass dem Rep-Protein 78 
zytotoxische Auswirkungen auf die Wirtszelle nachgewiesen werden konnten. So zeigten 
beispielsweise Schmidt und Kollegen, dass durch Rep78 Expression eine Aktivierung von 
Caspase-3 induziert wird, was letztlich unabhängig von p53 zur Apoptose der Wirtszelle 
führt158. Eine jüngere Studie von Berthet et al. erläutert die Beteiligung von Rep78 an einem 
Zellzyklusarrest in der S-Phase durch Ausbildung von Einkerbungen mit daraus folgenden 
DNA-Schäden in der Wirtszelle, vermittelt über die Serin-Proteinkinase ATM und die 
Checkpoint-Kinase Chk2159. Bei rekombinanten AAV Vektoren ist die virale rep Sequenz 
jedoch vollständig ausgelöscht, weshalb Rep78-vermittelte, zytotoxische Effekte für den 
Einsatz in der Gentherapie keine Rolle spielen.   
 
Wirtszellinfektion 
Die Wirtszellinfektion (Abb. 11) verläuft hauptsächlich über Bindung an einen viralen Rezeptor, 
den Heparansulfat-Proteoglykan (HSPG) Rezeptor unter weiterer Einwirkung des (engl.) 
Fibroblast Growth Factor Receptor 1, Integrin α5/α5β1 und dem (engl.) Hepatocyte Growth 
Factor Receptor c-Met149. Nach Kopplung an die Rezeptoren werden die Partikel via Clathrin- 
und Dynamin-vermittelte Endozytose in die Wirtszelle aufgenommen und unter Einwirkung der 
Rab Proteine und anderer zellulärer Faktoren zum Nukleus transportiert160. Pillay et al.161 
dokumentierten erst kürzlich einen neuen Aufnahmemechanismus über den sogenannten 
AAV-Rezeptor (AAVR), der über eine direkte Bindung der AAV Partikel zur Endozytose führt 
und essentiell für eine Wirtszellinfektion ist, dieser Prozess ist jedoch bisher nur wenig 
erforscht. Die Freisetzung des Virus aus den Endosomen findet noch vor Eindringen in den 
Zellkern durch Aktivierung der Phospholipase A2 statt160. Anschließend werden die 
Viruspartikel weiter zum Nukleus transportiert und integriert, wobei entweder vor oder direkt 
nach der Integration die virale DNA aus der Capsidhülle freigesetzt wird (engl.: Uncoating)160. 
Der exakten Prozesse sowie die Reihenfolge der Integration und des (engl.) Uncoatings sind 
noch nicht vollständig geklärt153,162, Einflüsse durch ein nukleäres Lokalisierungssignal 
innerhalb der VP2 (engl.: Virion Protein) Sequenz sowie eine Stimulation durch Nukleolin 
wurden jedoch dokumentiert153,160. Nach komplementärer Zweitstrangsynthese durch 
Polymerasen der Wirtszelle schließt sich entweder ein lysogener (ohne Helfervirus) oder ein 
lytischer Zyklus (bei Vorhandensein eines Helfervirus) an.  
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Packaging und Virionfreisetzung (lytischer Zyklus). HSPG = Heparansulfat Proteoglykan Rezeptor. 
 
 
Abb. 11: Wirtszellinfektion von AAV. 
Abbildung modifiziert nach Ding et al. 2005160.  
1. Kopplung der AAV Virions an HSPG Rezeptor und Co-Rezeptoren; 2. Endozytose des gesamten 
Komplexes; 3. intrazellulärer Transport zum Nukleus; 4. Freisetzung der Virions aus den Endosomen; 
5. Eindringen in den Nukleus; 6. Lösen der einzelsträngigen viralen DNA aus der Capsidhülle; 7. 
Zweitstrangsynthese zur Integration ins Wirtszellgenom (lysogener Zyklus) oder Virusreplikation, 
  
  
 
 
Ohne Anwesenheit eines Helfervirus kann lediglich eine latente, aber stabile Infektion der 
Wirtszelle auftreten, die zur stillen Integration der AAV Sequenzen in einem bestimmten Lokus 
von Chromosom 19 des humanen Genoms (engl.: AAV Integration Site 1 – AAVS1) sowie zur 
Ausbildung von stabilen Episomen führt (= lysogener Zyklus153), ohne dabei weitere Prozesse 
innerhalb der Wirtszelle hervorzurufen. Der Mechanismus der AAV-Integration ist komplex und 
nicht vollständig geklärt, in der Literatur wird jedoch oft ein Substitutionsmodell beschrieben, 
das von den AAV-ITRs sowie von den Rep-Proteinen 68 und 78 abhängig ist163-165. Im 
Integrationsmodell von Linden et al. wird zunächst eine Komplexbildung zwischen AAV und 
AAVS1 über Rep68/78 beschrieben, wodurch eine Einkerbung im Bereich der AAVS1 
Sequenz verursacht und eine Zusammenlagerung von zellulären Replikationsfaktoren 
stimuliert wird166. Anschließend kommt es ausgehend von der Einkerbung zur Synthese eines 
einzelsträngigen Zwischenprodukts mit zirkulärer Verlagerung in Richtung des abgelösten 
DNA-Strangs166. Die nachfolgende Zweitstrangsynthese erlaubt die Ausbildung einer 
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Verbindung zwischen den Sequenzen von AAVS1 und AAV im ITR-Bereich166. Im letzten 
Schritt kommt es zur Verlängerung der AAV Sequenz, die ebenfalls zirkulär in Richtung der 
AAVS1 Sequenz verlagert wird und letztlich zu einer zweiten und somit vollständigen 
Verbindung der Sequenzen des Virus und der Wirtszelle führt166. Sowohl nach chromosomaler 
Integration als auch nach Ausbildung von stabilen Episomen führt erst die Superinfektion mit 
einem Helfervirus letztlich zur Exzision der Provirus-DNA aus dem Wirtszellchromosom mit 
anschließender Replikation und Packaging der viralen DNA, was in der Freisetzung der viralen 
Nachkommen durch Zelllyse resultiert (= lytischer Zyklus149). 
 
DNA Replikation und Packaging 
Die Einleitung der Replikation verläuft unabhängig von der viralen Genexpression durch (engl.) 
Self-Priming der palindromischen Sequenzen der AAV-ITRs am Replikationsursprung, dem 
sogenannten (engl.) Rep Binding Element (RBE)152. Durch eine Co-Infektion mit Adenoviren 
induzieren mehrere adenovirale Gene (hauptsächlich E2a, aber auch E1a, E1b, VA RNA & 
E4) die Aktivierung der AAV Promotorsequenzen p5 und p19, was schließlich in der 
Transkription und Translation der Rep Proteine resultiert151. Rep78 und Rep68 interagieren 
schließlich mit RBE und der (engl.) Terminal Resolution Site (trs, verantwortlich für die 
Ausbildung der ITR-Haarnadelstruktur) innerhalb der ITRs und sind an der Vervielfältigung des 
DNA Doppelstrangs beteiligt149. AAV selbst besitzen jedoch keine Kodierung für eine 
Polymerase und sind demnach zur Elongation von einer Polymerase der Wirtszelle 
abhängig149. Rep52 und Rep40 führen schließlich zur Bildung & Akkumulation eines 
einzelsträngigen viralen Genoms aus den doppelsträngigen replikativen 
Zwischenprodukten149. Das cap Gen, translatiert durch Promotor p40, kodiert für die Virion 
Proteine VP 1, 2 und 3, die sich in relativ kurzer Zeit nach Translation zu leeren Capsiden im 
Verhältnis 1:1:10 zusammenlagern149,151. Die Einkapselung der DNA wird durch Protein-
Protein Interaktionen zwischen den Capsiden und Rep78/68-Komplexen mit dem AAV Genom 
gesteuert149. Außerdem findet eine Kopplung der Proteine Rep52 und Rep40 an die Capside 
statt, was schließlich einen Porentransfer der einzelsträngigen DNA in die leeren Partikel 
ermöglicht149. Die Freisetzung der Virions (AAV und Helfervirus-Anteile) wird letztlich durch 
Apoptose und Lyse der Wirtszelle als Konsequenz der Adenovirus-Infektion erreicht149.  
 
Rekombinante AAV Vektoren 
Der Vorteil von rekombinanten AAV (rAAV) Vektoren ist, dass die viralen rep und cap 
Sequenzen vollständig durch ein gewünschtes Transgen mit heterologem Promotor und 
Polyadenylierungssignal ersetzt werden können und nur die ITRs zur weiteren Ermöglichung 
effektiver Replikation erhalten bleiben103 (Abb. 12). Durch Löschung der viralen Sequenzen 
mit daraus folgender fehlender Expression des zytotoxischen Rep78 Proteins sind rAAV 
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Vektoren weniger toxisch und immunogen, die zusätzliche heterologe Promotorsequenz 
ermöglicht eine Genexpression unabhängig von Helferviren15. rAAV Vektoren sind 
hocheffizient und bleiben hauptsächlich in Form von stabilen Episomen mit nur geringer 
Integration ins Wirtszellgenom (~ 10%149) erhalten, was das Risiko zur Insertionsmutagenese 
deutlich verringert15.  
 
 
 
Abb. 12: Rekombinantes AAV-2 Genom. 
Abbildung modifiziert nach Cucchiarini 2009103.  
AAV = Adeno-assoziiertes Virus; ITR = (engl.)  Inverted Terminal Repeat; GOI = (engl.) Gene of 
Interest; polyA = Polyadenylierungssignal; kb = Kilobasen.  
 
 
Die Herstellungsmethode solcher rAAV Vektoren (Transfektion) ist komplex. Zunächst muss 
das rekombinante AAV-Plasmid durch Klonierung der gewünschten cDNA in ein AAV-2 
Template hergestellt werden, das dann mittels Transformation in Bakterien eingeschleust, 
vervielfältigt und später extrahiert wird. Das entstandene rAAV Plasmid besitzt jedoch keine 
Funktionen zur Replikation und Virionzusammenlagerung, diese müssen zur Produktion der 
Vektoren durch ein zweites DNA-Konstrukt mitgeliefert werden (Ad Hilfsplasmid). In der 
vorliegenden Arbeit wurde die Transfektion in HEK-293 Zellen durchgeführt, einer 
menschlichen embryonalen Nierenzelllinie (Abb. 13). 
 
Die Wirtzelle wird zunächst mit dem Helfervirus (Ad5) und anschließend mit dem 
rekombinanten AAV-Plasmid (mit GOI Sequenz) in Kombination mit dem Ad-Hilfsplasmid (mit 
rep und cap Sequenzen) infiziert. Durch die Ad5 Co-Infektion wird die Proteinsynthese der 
Rep-Proteine des Hilfsplasmids stimuliert, die gemäß des ursprünglichen Prinzips zur 
Replikation der AAV-DNA und deren anschließenden Umwandlung in Einzelstränge führen. 
Durch Synthese der Cap-Proteine des Ad-Hilfsplasmids wird der Einschluss der 
einzelsträngigen DNA in Capside stimuliert, die Freisetzung der rekombinanten Vektoren 
findet letztlich durch mechanische Stimulation statt. 
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(engl.)  Virion Protein. 
 
 
Abb. 13: rAAV Herstellung. 
Abbildung modifiziert nach Goncalves 2005149.  
Ad = Adenovirus; GOI = (engl.) Gene of Interest; ITR = (engl.) Inverted Terminal Repeat; rep = AAV-
Gen für Replikation; cap = AAV-Gen für Capsidbildung; ds = doppelsträngig; ss = einzelsträngig; VP = 
  
 
 
Plasmiddesign 
Plasmide sind natürlich vorkommende bakterielle DNA-Elemente, die meist extrachromosomal 
und zirkulär auftreten167. Molekulares Klonieren erlaubt den Einschluss gewünschter DNA-
Fragmente (eukaryotisch, viral) in solche Plasmide, die dann in Bakterien unabhängig vom 
Bakterienchromosom amplifiziert werden können167. Der Unterschied zur Amplifikation mittels 
PCR ist hier, dass DNA-Klone deutlich stabiler sind als PCR-Produkte und die 
Fehleranfälligkeit der Vervielfältigung somit geringer ist167. Wie bereits erwähnt wurden zur 
Herstellung von rAAV Vektoren 2 verschiedene Basis-Plasmide konstruiert: das rAAV Plasmid 
mit variabler Klonierungsstelle (engl.: Multiple Cloning Site, MCS) und ein Ad8 Hilfsplasmid 
(Abb. 14). Beide stammen vom rekombinanten Plasmid pSSV9, einem AAV-2 genomischen 
Klon kreiert nach Samulski et al. 1987168,169 auf Basis des pEMBL Pasmids nach Dente et al. 
1983170. Das pSSV9 Plasmid (Abb. 14)  beinhaltet das vollständige AAV Genom mit rep und 
cap inklusive (engl.) Inverted Terminal Repeat Enden (AAV-ITRs), Promotorsequenzen und 
Polyadenylierungssignal (polyA). Ein weiterer wichtiger Bestandteil ist der 
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Early; SV40-pA = Simianvirus 40 Polyadenylierung; polyA = Polyadenylierungssignal. 
Replikationsursprung (Ori), eine Gensequenz, die dem Bakterium die Information gibt, das 
Plasmid analog zum Bakterienchromosom zu vervielfältigen.  
 
 
Abb. 14: Schematischer Aufbau des Grundplasmids (pSSV9) sowie der beiden Basisplasmide zur 
Transfektion (AAV und Ad8). 
Rekombinante Sequenzen sind in rot dargestellt. Ori = Replikationsursprung; AAV = Adeno-assoziiertes 
Virus; Ad = Adenovirus; ITR = (engl.) Inverted Terminal Repeat; rep = AAV-Gen für Replikation; cap = 
AAV-Gen für Capsidbildung; AmpR = Antibiotikaresistenz; CMV-IE = (engl.) Cytomegalievirus Immediate 
  
  
 
 
Weiterhin besitzt der Vektor einen Selektionsmarker. Hierbei handelt es sich um eine 
Antibiotika-Resistenz (β-Lactamase-Gen, AmpR), welche ausschließlich Bakterien mit 
eingeschlossenem Vektor das Wachstum auf Ampicillin-behandeltem Medium/Agar erlaubt. 
Im Hilfsplasmid Ad8 wurden die AAV-ITRs durch Adenovirus-ITRs (Ad-ITRs) als trans-
wirkende Elemente mit starkem, aber nicht toxischem Promotor (pAd8) ersetzt, um homologe 
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Rekombination und Wildtyp-AAV Produktion im späteren Transfektionsprozess zu vermeiden. 
Im rAAV Plasmid hingegen bleiben die AAV-ITRs als cis-wirkende Elemente erhalten. Zur 
Erhöhung der Translatierbarkeit und Stabilität der mRNA im Prozess der Proteinbiosynthese 
wurde eine Polyadenylierung des Simian Virus 40 (SV40-pA) eingefügt. Ein heterologer 
Promotor (engl.: Cytomegalievirus Immediate Early; CMV-IE) dient der Transkription des 
Zielgens innerhalb der Wirtszelle zum gewünschtem Zeitpunkt und die (engl.) Multiple Cloning 
Site (MCS) repräsentiert die Klonierungsstelle für das Zielgen. Diese besitzt etliche 
Schnittstellen für Restriktionsenzyme, die nur einmal innerhalb des Plasmids vorkommen und 
demnach die abschließende Integration der gewünschten Gensequenzen mittels 
Subklonierung ermöglichen. Im Rahmen dieser werden sowohl der AAV Vektor als auch die 
gewünschten cDNA-Sequenzen durch ein spezielles Primerdesign vorbehandelt. Hierbei 
werden mittels PCR Nukleotide an die Sequenzen angehängt, die Schnittstellen für die 
ausgewählten Restriktionsenzyme beinhalten. Die erhaltenen Sequenzen werden dann mit 
diesen Enzymen zersetzt, wodurch sogenannte (engl.) Sticky Ends am Ende der DNA-
Abschnitte entstehen, die letztendlich zur Verbindung der Zielsequenz mit dem AAV-Vektor 
dienen (= Ligation)168,171. 
 
rAAV-vermittelter Gentransfer   
Die Aufnahme der rAAV Vektoren von den Zielzellen erfolgt grundsätzlich nach dem Prinzip 
der Wirtszellinfektion des Wildtyp-Virus: nach Rezeptorbindung werden die Partikel mittels 
Endozytose aufgenommen und zum Nukleus transportiert, begleitet von endosomaler 
Freisetzung und (engl.) Uncoating der viralen DNA (siehe Kapitel Wirtszellinfektion). Nach 
Eindringen in den Zellkern und Zweitstrangsynthese kommt es hauptsächlich zur Ausbildung 
von doppelsträngigen, zirkulären Episomen4,172, die letztlich zur Transgenexpression innerhalb 
der Wirtszelle führen4 (= lysogener Zyklus). Aufgrund des heterologen Promotors ist eine 
Abhängigkeit von Helferviren nicht mehr gegeben. 
 
Insulinartiger Wachstumsfaktor I 
Der Insulinartige Wachstumsfaktor I (engl.: Insulin-like Growth Factor I - IGF-I), auch bekannt 
als Somatomedin C, ist ein wichtiger fetaler sowie postnataler Wachstumsfaktor, der durch 
Regulation von Proliferation, Differenzierung und dem Überleben von Zellen an Entwicklung 
und Wachstum verschiedener Organe und Geweben beteiligt ist173. Die Aufnahme erfolgt 
hauptsächlich über den IGF-I Rezeptor (IGF-IR), der aus zwei extrazellulären α-Untereinheiten 
und 2 transmembranen β-Untereinheiten besteht, die durch Disulfidbrücken miteinander 
verbunden sind173. Nach Ligandenbindung an die α-Untereinheiten wird eine Phosphorylierung 
der β-Untereinheiten induziert, was letztlich in der vollständigen Aktivierung der intrinsischen 
Tyrosin-Kinase des Rezeptors resultiert. Es wird zwischen 2 unterschiedlichen Signalwegen 
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unterschieden, dem Phosphoinositid-3-Kinase/Proteinkinase B Signalweg (PI3K/Akt) und dem 
ras-raf-MEK-ERK Signalweg (ras/raf = Proto-Onkogene, MEK = (engl.) Mitogen-activated 
Protein Kinase Kinase, ERK = (engl.) Extracellular Signal-related Kinase) (Abb. 15). Der PI3K 
Signalweg startet über die Bindung des Insulin-Rezeptor-Substrats (IRS) an den IGF-IR, das 
im Folgenden PI3K über dessen regulatorische Untereinheit rekrutiert und diese anschließend 
phosphoryliert, was wiederum in der Phosphorylierung von Phosphatidylinositolbiphosphat 
(PIP2) und Phosphatidylinositoltriphosphat (PIP3) in der Zellmembran und in der daraus 
folgenden Rekrutierung und Aktivierung von Akt resultiert174. Das aktivierte Akt führt zur 
Inaktivierung von Bad, einem pro-apoptotischen Mitglied der Bcl-2 Familie, wodurch die 
Zellapoptose verhindert wird174. Zusätzlich wird von Akt auch eine Aktivierung von mTOR 
(engl.: Mechanistic Target of Rapamycin) sowie eine Stabilisierung von β-Catenin induziert, 
was im Folgenden die Proteinsynthese sowie Zellproliferation stimuliert174. Der ras-raf-MEK-
ERK Signalweg startet über die Phosphorylierung von Shc (engl.: Src Homology and Collagen 
Protein) nach Ligandenbindung, was daraufhin zur Rekrutierung von Grb2 (engl.: Growth 
Factor Receptor-bound Protein) mit anschließender Komplexbildung mit SOS (GTP-
Austauschfaktor) führt174. Es folgt ein GDP/GTP Austausch in ras, was zu seiner Aktivierung 
führt und im Folgenden wiederum raf aktiviert, wodurch MEK phosphoryliert und schließlich 
ERK1/2 aktiviert wird. Aktiviertes ERK kann in den Nukleus eindringen, wo es zur 
Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren beiträgt, die zur gesteigerten Expression von 
Cyclin D1 und der daraus folgenden Stimulation der Proliferation führt174. Zusätzlich zu den 
aufgeführten Signalwegen kann die Ligandenbindung an den IGF-IR durch Aktivierung von 
p38175 und (engl.) c-terminal jun N-terminal Kinase (JNK)175 noch 2 weitere Signalwege 
einleiten, die jedoch bisher noch nicht vollständig aufgeklärt wurden173.  
 
Eine wichtige Rolle für die Bioverfügbarkeit, Halbwertszeit und Verteilung von IGF-I spielen 
die sogenannten IGF-bindenden Proteine (engl.: IGF Binding Proteins – IGFBPs)174. Es 
existieren 6 unterschiedliche IGFBPs, die durch ihre Bindung an IGF-I sowohl zur Verstärkung 
als auch zur Hemmung der durch IGF-I hervorgerufenen Effekte führen können. Die Art der 
Auswirkung einer IGFBP Kopplung ist dabei von unterschiedlichen Faktoren abhängig, wie 
beispielsweise der Art des IGFBPs (1 – 6), dem molaren Verhältnis zu IGF-I, dem Zelltyp und 
dem Differenzierungslevel der beteiligten Zellen sowie einer Einwirkung von Matrixmolekülen, 
posttranskriptionalen Modifikationen und proteolytischer Prozessierung174.  
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activated Protein Kinase Kinase, ERK = (engl.) Extracellular Signal-related Kinase. 
 
 
Abb. 15: Hauptachsen des IGF-I Signalwegs. 
Abbildung modfiziert nach Bikle & Wang 2011174 und Gallagher et al. 2010176. 
IRS = Insulin-Rezeptor-Substrat, PI3K = Phosphoinositid-3-Kinase, PIP = Phosphatidylinositolphosphat, 
Akt = Proteinkinase B, Bad = pro-apoptotisches Mitglied der Bcl-2 Familie, mTor = (engl.) Mechanistic 
Target of Rapamycin, Shc = (engl.) Src Homology and Collagen Protein, SOS = GTP-Austauschfaktor,  
Grb = (engl.) Growth Factor Receptor-bound Protein, ras/raf = Proto-Onkogene, MEK = (engl.) Mitogen- 
 
  
 
  
   
Im Gelenkknorpel stellt IGF-I einen der wichtigsten anabolen Wachstumsfaktoren dar, der für 
Knorpel-Homöostase sowie die Synthese und Degradation von Proteoglykanen durch die 
Chondrozyten zuständig ist177. IGF-IR Knockoutstudien zeigten, dass IGF-I in der 
Epiphysenfuge die chondrogene Differenzierung von MSZ entweder direkt durch Stimulation 
von Zellproliferation und -reifung sowie Regulation von terminaler Differenzierung und 
Apoptose95,177,178, oder indirekt durch Inhibition der Expression des (engl.) Parathyroid 
Hormone-related Protein (PTHrP) fördert178. PTHrP wirkt über den PTH/PTHrP Rezeptor in 
proliferierenden Chondrozyten und stimuliert die Proliferation, während die vollständige 
Reifung jedoch verzögert wird178.  Die PTHrP Inhibition kann hierbei entweder durch direkten 
Einfluss von IGF-I auf PTHrP-exprimierende Zellen zurückzuführen sein, oder aber auf einen 
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indirekten Effekt auf das Signalmolekül (engl.) Indian Hedgehog (IHH), das die PTHrP-
Expression im Rahmen einer negativen Rückkopplungsschleife stimulieren kann178.  IGF-I ist 
jedoch nicht nur ein potenter Regulator der chondrogenen Differenzierung von 
Knorpelvorläuferzellen, dem Wachstumsfaktor wird auch eine bedeutende Rolle bei der 
Knochenbildung zugesprochen. So beschrieben beispielsweise Wang et al., dass durch den 
IGF-I Signalweg die Proliferation, das Überleben sowie die Differenzierung von MSZ zu 
Osteoblasten und Osteozyten stimuliert werden178. Dieser Effekt kann erneut entweder direkt 
durch Einwirkung auf Vorläuferzellen der osteogenen Differenzierungslinie hervorgerufen 
werden, oder indirekt durch eine Verstärkung von Zell-Zell Interaktionen zwischen 
Osteoblasten und aus hämatopoetischen Stammzellen differenzierten Osteoklasten durch 
Stimulation spezifischer Signalwege178. Von großer Bedeutung ist auch der Einfluss von IGF-
I auf die adipogene Differenzierung von MSZ, beispielsweise durch die Stimulation der 
Zellteilung von adipogenen Vorläuferzellen179,180 oder durch Rezeptorphosphorylierung infolge 
der Aktivierung von (engl.) Advanced Glycation End Products (AGEs) mit nachfolgender 
Induktion des PI3K-Akt Signalwegs in prä-adipogenen Zellen179,181.  
 
Der Gentransfer von IGF-I in MSZ wurde bisher hauptsächlich mit nichtviralen Methoden 
durchgeführt182 oder mit Hilfe von adenoviralen Vektoren183,184, wobei IGF-I nur in Kombination 
mit zusätzlichen chondroreparativen Faktoren tatsächlich zur Stimulation der chondrogenen 
Differenzierung fähig war. In Knochenmarkaspiraten wurde ein IGF-I Gentransfer in keiner 
Studie dokumentiert.  
 
Zusammenfassend stellt IGF-I durch seine unterstützende Rolle bei der Chondrogenese sowie 
der bisher erhaltenen Forschungsergebnisse bezüglich der chondrogenen Differenzierung in 
MSZ einen vielversprechenden Faktor im Bereich der Gentherapie zur Knorpelforschung dar. 
Aufgrund der multipotenten Eigenschaften von MSZ sowie der genannten Effekte von IGF-I 
auf die adipogene und osteogene Differenzierungslinie ist eine Untersuchung der (Neben-) 
Effekte auf Hypertrophie und terminale Differenzierung sowie Osteogenese und Adipogenese 
jedoch unabdingbar. Die Untersuchung des Gentransfers mit IGF-I unter den in der 
vorliegenden Arbeit angewendeten Bedingungen wurde zuvor noch nie durchgeführt und 
bietet somit eine wichtige Alternative sowie einen genaueren Einblick in die biologischen 
Prozesse, die den Effekten der Gentherapie zugrunde liegen.  
 
Transformierender Wachstumsfaktor β 
Die Superfamilie des Transformierenden Wachstumsfaktors β (engl.: Transforming Growth 
Factor β - TGF-β) besteht aus Zytokinen, deren Mitglieder eine wichtige Rolle innerhalb der 
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Entwicklung spielen, aber auch mit Gewebsreparatur sowie verschiedenen Krankheiten 
assoziiert werden185. Die Familie beinhaltet 2 Unterklassen, die TGF-βs und die (engl.) Bone 
Morphogenetic Proteins (BMPs)186. Die 3 Isoformen der TGF-βs, die bei Säugetieren 
nachgewiesen wurden (TGF-β 1, 2, und 3), werden von spezifischen Genen reguliert und 
weisen überlappende räumliche und zeitliche Expressionsmuster auf185. TGF-β1 ist der 
Prototyp der 3 Isoformen und spielt sowohl qualitativ als auch quantitativ die wohl wichtigste 
Rolle185. Generell sind die biologischen Effekte von TGF-β abhängig vom aufnehmenden 
Zelltyp und beinhalten die Stimulation von Zellproliferation, Hypertrophie und 
Differenzierung185. Die Aufnahme von TGF-β erfolgt über die Bindung an einen 
Rezeptorkomplex an der Zelloberfläche, bestehend aus Serin/Threonin-Kinase Typ-I und Typ-
II Rezeptoren186 (Abb. 16).  
 
 
Abb. 16: Hauptachsen des TGF-β Signalwegs mit Darstellung der beiden wichtigstenTeilachsen. 
Smad = (engl.) Sma and Mad Related Family, RUNX2 = (engl.) Runt-related Transcription Factor 2, 
SOX9 = (engl.) SRY [Sex-determining Region Y]-related HMG [High-Mobility Group] Box 9. 
 
 
Durch Bindung an den Typ-II Rezeptor wird dieser aktiviert, was zur Phosphorylierung des 
Typ-I Rezeptors führt, der dann wiederum seine Signale hauptsächlich via Phosphorylierung 
von R-Smads (R = Rezeptor-abhängig, Smad = (engl.) Sma and Mad Related Family) 
weiterleitet185,186. Die phosphorylierten Smads bilden schließlich einen Komplex mit Smad4, 
der nach Translokation zum Nukleus dort durch Kooperation mit der DNA und DNA-bindenden 
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Proteinen eine Aktivierung von Zielgenen induziert185. Alternativ kann durch Rezeptorbindung 
auch eine Aktivierung von MAPK (engl.: Mitogen-activated Protein Kinase) induziert werden, 
wodurch dann eine Signaltransduktion auf 3 verschiedenen Wegen hervorgerufen werden 
kann (über (engl.) Extracellular Signal-related Kinases (ERKs), (engl.) c-Jun-NH2-terminal 
Kinases (JNKs) und p38-MAPKs177). Diese Signalwege werden jedoch nur zu einem 
geringeren Anteil aktiviert und sind bisher nur wenig erforscht. 
 
TGF-β spielt bei der natürlichen Entstehung von Knorpel durch Regulierung der chondrogenen 
Differenzierung von Stammzellen eine wichtige Rolle95,186. Der Wachstumsfaktor unterstützt 
hierbei hauptsächlich die mesenchymale Kondensation der frühen Chondrogenese durch 
Smad3 Aktivierung, aber auch die Proliferation von differenzierten Chondrozyten durch 
Aktivierung von β-Catenin Signalwegen95,187.  Die Signaltransduktion über Smad3 resultiert in 
der Transkription von SOX9 und Typ-II Kollagen, die beide eine überaus wichtige Rolle 
während der frühen Chondrogenese spielen95,187 (Abb. 16). TGF-β konnte bereits in mehreren 
in vitro183,184,188-191 und in vivo192-194 Studien erfolgreich zur Induktion der chondrogenen 
Differenzierung mit daraus folgender Verbesserung der Knorpelreparatur eingesetzt werden, 
bisher ist allerdings nur wenig über die zugrunde liegenden Mechanismen dieser Effekte 
bekannt. Bei den bisher veröffentlichten Studien zur genetischen Manipulation von MSZ mit 
TGF-β via rAAV Vektoren handelt es sich meist lediglich um die Untersuchung von 
Einflussfaktoren auf die Transgenexpression195 oder um Untersuchungen bezüglich der 
Bildung von Matrixkomponenten mit Zellen hoher Passage (P35)194 oder im 
Kurzzeitexperiment primärer Kulturen196. Über die genetische Manipulation von Knochenmark 
mit TGF-β wurde bisher nur eine Studie von Ivkovic et al.146 veröffentlicht, die adenoviral 
transduzierte Aspirate in fokale Knorpeldefekte von Schafen implantierten. Eine genaue 
Analyse der Signalwege wurde jedoch auch in dieser Studie nicht durchgeführt.  
 
Neben der Stimulation der Chondrogenese wurde dokumentiert, dass TGF-β  auch auf den 
Prozess der Hypertrophie und terminalen Differenzierung als Übergang zur Osteogenese von 
MSZ Einfluss nehmen kann, wobei die Auswirkungen von der Art der aktivierten R-Smads 
abhängig sind (Abb. 16). So kann beispielsweise eine Smad1/5/8-Aktvierung durch Regulation 
der RUNX2-Expression pro-hypertrophe Effekte mit sich bringen, wohingegen Smad2/3 durch 
epigenetische Regulation zur Stabilisierung von SOX9 und Inhibierung von RUNX2 führt und 
somit anti-hypertroph wirkt9,101 (Abb. 16). Bezüglich der adipogenen Differenzierung von MSZ 
wurde bisher hauptsächlich eine Stimulation durch den zweiten Hauptvertreter der TGF-β 
Superfamilie, den BMPs, dokumentiert179. Durch BMP-induzierte Aktivierung von Smad1/5/8 
sowie dem MAPK Signalweg wird die Expression des Transkriptionsfaktors (engl.) Peroxisome 
Proliferator-activated Receptor-γ (PPARγ) angeregt, dem Hauptregulator der MSZ 
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Adipogenese179,197. Eine Beteiligung von TGF-β am Prozess der adipogenen Differenzierung 
von MSZ ist jedoch aufgrund der Überlappung der BMP und TGF-β Signalwege (Smad1/5/8, 
MAPK) nicht ausgeschlossen und wurde auch bereits in MSZ Pelletkulturen nach 
adenoviralem TGF-β Gentransfer nachgewiesen135.      
  
TGF-β repräsentiert somit einen zweiten wichtigen Kandidaten für eine Anwendung im Bereich 
der Knorpelreparatur, dessen Gentransfer unter den hier angewendeten Bedingungen bisher 
nicht getestet wurde. Auch hier muss beachtet werden, dass ein TGF-β Gentransfer Effekte 
der Hypertrophie, Adipogenese und Osteogenese mit sich bringen kann.  
 
 
1.4. Hypothesen und Studiendesign 
 
Folgende Hypothesen galt es innerhalb der vorliegenden Promotionsarbeit zu überprüfen und 
allgemein zu diskutieren: 
1. Die Überexpression der Wachstumsfaktoren IGF-I und TGF-β via rAAV Vektoren 
stimuliert die chondrogenen Differenzierungseigenschaften von aus Knochenmark 
isolierten humanen mesenchymalen Stammzellen. (Publikation I – II) 
2. Die genetische Manipulation von vollständigen Knochenmarkaspiraten stellt eine 
Vereinfachung des Prozesses dar und liefert vergleichbare Effekte bezüglich der 
Stimulation der chondroreparativen Eigenschaften. (Publikation III – IV) 
 
Internes Interpretationsziel 
Zur Interpretation der erhaltenen Ergebnisse im Rahmen der eingeschlossenen Studien wurde 
ein interner Vergleich mit Präferenzbestimmung sowohl zwischen isolierten MSZ und 
Knochenmarkaspiraten als auch zwischen IGF-I und TGF-β als Interpretationsziel gesetzt. 
 
Studiendesign 
Die Eignung von rAAV Vektoren zur Transduktion von MSZ und Knochenmarkaspiraten  ohne 
zytotoxische oder schädliche Effekte sowie ohne Beeinflussung der proliferativen und 
metabolischen Eigenschaften wurde bereits in früheren Studien bewiesen85,129,148,194,198. 
Demnach wurde in der vorliegenden Arbeit auf die Analyse und den Vergleich mit 
untransduzierten Proben verzichtet. Für beide verwendeten Probentypen wurde stattdessen 
bei allen Analysen (4 Testansätze) für je mindestens 3 Patienten (n ≥ 3) ein Vergleich zwischen 
rAAV-lacZ und den therapeutischen Genen rAAV-hIGF-I oder rAAV-hTGF-β gezogen (Abb. 
17). rAAV-lacZ beinhaltet das E. coli β-Galactosidase (β-Gal) Gen (LacZ) und wurde in der 
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Infection; IGF-I = (engl.) Insulin-like Growth Factor I; TGF-β = (engl.) Transforming Growth Factor β. 
vorliegenden Arbeit als interne Kontrolle und Reportergen verwendet. Der 
Reportergennachweis wurde hierbei mit Hilfe einer speziellen Färbelösung (5-Brom-4-Chlor-
3-Indoxyl-β-D-Galactopyranosid, X-Gal) durchgeführt, wobei bei Vorhandensein des Enzyms 
durch Hydrolyse eine Farbänderung von gelb zu indigoblau entsteht199. Jede Transduktion 
wurde mit zuvor optimierten Infektionsmultiplizitäten (engl.: Multplicity of Infection - MOI) 
durchgeführt und mindestens in Doppelbestimmung getestet.    
 
 
 
Abb. 17: Studiendesign. 
n = Anzahl der Patienten; N = Anzahl der Wiederholungen pro Transduktion; MSZ = Mesenchymale 
Stammzelle; rAAV = rekombinanter adeno-assoziierter viraler Vektor; MOI = (engl.) Multiplicity of  
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2. Darstellung der einzelnen Publikationen 
I. rAAV-vermittelte Überexpression von IGF-I in humanen, aus Knochenmark isolierten 
MSZ 
 
Diese Arbeit wurde publiziert als: 
Frisch J, Venkatesan JK, Rey-Rico A, Schmitt G, Madry H, Cucchiarini M. Influence of insulin-
like growth factor I overexpression via recombinant adeno-associated vector gene transfer 
upon the biological activities and differentiation potential of human bone marrow-derived 
mesenchymal stem cells. Stem Cell Res Ther 2014; 5(4):103; IF 4,634. 
 
 
 
 
Abb. 18: Graphische Zusammenfassung der Publikation I. 
MSZ = Mesenchymale Stammzelle. 
 
 
Zusammenfassung: 
Die Transplantation von genetisch veränderten Vorläuferzellen wie beispielsweise aus 
Knochenmark isolierten MSZ ist ein attraktiver Ansatz, um die natürlichen Heilungskapazitäten 
von Gelenkknorpeldefekten zu verbessern. Von großer Bedeutung ist hierbei die genetische 
Veränderung mit Wachstumsfaktoren, da ein großer Anteil hiervon am chondrogenen 
Differenzierungsprozess von MSZ beteiligt ist.  In dieser Arbeit wurden die potentiellen Vorteile 
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einer Überexpression des mitogenen und pro-anabolen Wachstumsfaktors IGF-I auf die 
biologischen Eigenschaften sowie das Differenzierungspotential von humanen MSZ überprüft.  
 
Humanes Knochenmark wurde von Patienten zur Verfügung gestellt, die einer vollständigen 
Knie-Arthroplastik unterzogen wurden, die Isolation der Stammzellen erfolgte unmittelbar nach 
Knochenmarkentnahme gemäß Routineprotokollen85,129. Bei geeigneter Zelldichte wurden die 
MSZ entweder für Versuche in Monolayerkulturen oder in Form von 3D Pelletkulturen aus 2 x 
105 Zellen weiterverwendet. Mittels rekombinanter adeno-assoziierter viraler (rAAV) Vektoren 
wurden die MSZ mit IGF-I versus LacZ transduziert und für 21 Tage in verschiedenen Medien 
kultiviert. rAAV-hIGF-I trägt ein humanes, 536 bp großes cDNA-Fragment und rAAV-lacZ das 
E.coli β-Galactosidase Gen (LacZ), das für alle Versuche als Reportergen und Kontrolle 
diente. Beide Vektoren stehen unter Kontrolle des CMV-IE Promotors/Enhancers und die 
Herstellung, Aufreinigung und Titration wurden nach Routineprotokollen durchgeführt85,129,200. 
Die Untersuchung der biologischen und chondrogenen Eigenschaften der Proben erfolgte 
nach Beendigung der Kultivierungsperiode mittels Immunzyto-/Immunhistochemie, 
biochemischer Assays sowie real-time RT-PCR Analysen. Die vorliegende Studie beschäftigte 
sich mit der Analyse undifferenzierter MSZ in Form von Monolayerkulturen (1 – MOI 20), 
chondrogen differenzierten 3D Pelletkulturen (3 – MOI 4) sowie adipogen und osteogen 
differenzierten Monolayerkulturen zur Überprüfung der Effekte auf weitere 
Differenzierungsvorgänge (2 –MOI 8). Der Fokus lag hierbei auf den Untersuchungen der 
Pelletkulturen als anerkanntes Modell zur Untersuchung der chondrogenen Eigenschaften von 
MSZ, da die dreidimensionale Umgebung wichtige Zell-Zell-Interaktionen erlaubt, die 
vergleichbar mit der Zellkondensationsphase innerhalb der embryonalen Knorpelentwicklung 
sind201.  
 
Signifikant erhöhte und anhaltende Transgenexpression konnte im Vergleich zu den jeweiligen 
Kontrollen (LacZ) sowohl in undifferenzierten MSZ (1) als auch in chondrogen differenzierten 
Pelletkulturen (3) nachgewiesen werden. Die gemessenen IGF-I Produktionslevel wiesen 
dabei eine gute Übereinstimmung mit zuvor durchgeführten Versuchen auf, bei denen ein 
Gentransfer mit gleichem Vektor (rAAV-hIGF-I) in Chondrozyten200 oder mit anderen rAAV-
Vektoren im gleichen Zelltyp (MSZ) untersucht wurde129,194,198. Auch die proliferativen 
Eigenschaften wurden infolge der IGF-I Überexpression für beide Ansätze (1, 3) im Vergleich 
zu den jeweiligen Kontrollen erhöht, nachgewiesen beispielsweise durch Steigerung von DNA-
Gehalt, Zelldichte sowie Größe (Durchmesser) der Pelletkulturen und in guter 
Übereinstimmung mit den proliferativen Eigenschaften des Wachstumsfaktors202. Die 
Hauptuntersuchungen der 3D Pelletkulturen lieferten den Nachweis einer signifikanten 
Erhöhung spezieller chondrogener Matrixbestandteile (Proteoglykane, Typ-II Kollagen) sowie 
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der Expressionslevel von SOX9 als Schlüsselkomponente der chondrogenen Differenzierung 
von MSZ95, wodurch die Hypothese der Stimulation der chondrogenen Eigenschaften durch 
IGF-I Überexpression deutlich bestätigt wurde. Interessanterweise konnten jedoch auch 
Hypertrophieeffekte in den mit IGF-I transduzierten Pelletkulturen nachgewiesen werden 
(Matrix Kalzifizierung, Anstieg von Typ-I und Typ-X Kollagen) und auch die osteogene 
Differenzierung in Monolayerkulturen (2) wurde infolge der IGF-I Überexpression im Vergleich 
zu den Kontrollen stimuliert. Verantwortlich hierfür ist höchstwahrscheinlich der zusätzlich 
nachgewiesene, durch den Gentransfer induzierte Expressionsanstieg bestimmter Gene, die 
für terminale Differenzierung (MMP13), osteogene Differenzierung über Stimulation des Wnt 
Signalwegs (β-Catenin) oder die Kontrolle der osteoblastischen Expression von Typ-I und Typ-
X Kollagen (RUNX2) verantwortlich sind. In guter Übereinstimmung mit zuvor erhaltenen 
Ergebnissen von Scavo und Kollegen203 wurde letztlich auch die adipogene Differenzierung 
der MSZ in Monolayerkultur infolge der IGF-I Überexpression stimuliert.   
 
Zusammenfassend zeigen die hier erhaltenen Ergebnisse, dass es sich bei dem Konzept zur 
genetischen Modifikation von MSZ um ein vielversprechendes Werkzeug im Bereich der 
Knorpelreparatur handelt und dass der Gentransfer mittels rAAV zur Überexpression von IGF-
I die biologischen und chondrogenen Eigenschaften der enthaltenen Stammzellen stimulieren 
kann. Dennoch ist eine sorgfältige Regulierung der rAAV Expression notwendig, um die 
Effekte von Hypertrophie und terminaler Differenzierung für weiterführende Ansätze in klinisch 
relevanten in vivo Modellen zu kontrollieren.   
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II. rAAV-vermittelte Überexpression von TGF-β  in humanen, aus Knochenmark 
isolierten MSZ 
 
Diese Arbeit wurde publiziert als: 
Frisch J, Venkatesan JK, Rey-Rico A, Schmitt G, Madry H, Cucchiarini M. Determination of 
the chondrogenic differentiation processes in human bone marrow-derived mesenchymal stem 
cells genetically modified to overexpress transforming growth factor-β via recombinant adeno-
associated viral vectors. Hum Gene Ther 2014; 25(12):1050-60; IF 3,623.  
 
 
 
 
Abb. 19: Graphische Zusammenfassung der Publikation II. 
MSZ = Mesenchymale Stammzelle.  
 
 
Zusammenfassung: 
Basierend auf der Grundidee sowie den Ergebnissen der zuvor genannten Studie über die 
genetische Manipulation von MSZ mit IGF-I wurden in dieser Arbeit die Effekte der 
Überexpression eines zweiten chondrogenen Faktors95,204, des Wachstumsfaktors TGF-β, auf 
das biologische Verhalten und die Fähigkeit zur Differenzierung der isolierten MSZ überprüft.   
 
Die Methoden wurden hierfür identisch zur zuvor genannten Studie gewählt, um eine 
Vergleichbarkeit zu gewährleisten. Aus Knochenmark isolierte MSZ85,129 wurden mittels rAAV-
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Vektoren zur Überexpression von TGF-β versus Reportergen (LacZ) genetisch modifiziert und 
anschließend für 21 Tage in undifferenzierten (1 – MOI 20) oder adipogen und osteogen 
differenzierten (2 – MOI 8) Monolayerkulturen sowie chondrogen differenzierten 3D 
Pelletkulturen (3 – MOI 4) mit speziellen Medien kultiviert. rAAV-lacZ mit dem E.coli β-
Galactosidase Gen (LacZ) diente auch hier für alle Versuche als Reportergen und Kontrolle, 
rAAV-hTGF-β trägt eine humane TGF-β1 cDNA (1,2 kb). Beide Vektoren stehen unter 
Kontrolle des CMV-IE Promotors/Enhancers und die Herstellung, Aufreinigung und Titration 
wurden nach Routineprotokollen durchgeführt85,129,200. Die Auswertung der Effekte des 
Gentransfers auf die biologischen und chondrogenen sowie hypertrophen, adipogenen und 
osteogenen Eigenschaften der MSZ erfolgte mittels histologischer Färbungen, biochemischer 
Assays und real-time RT-PCR Analysen. 
 
Sowohl in undifferenzierten MSZ (1) als auch in chondrogen differenzierten 3D Pelletkulturen 
(3) konnte für bis zu 21 Tage eine statistisch signifikante Steigerung der Transgenexpression 
mit bis zu 87% Transduktionseffizienz in den mit TGF-β transduzierten Proben verglichen mit 
den jeweiligen Kontrollen nachgewiesen werden, in guter Übereinstimmung mit den 
Ergebnissen der IGF-I Vergleichsstudie (I.) sowie weiteren Arbeiten, die sich mit rAAV-
Gentransfer befassten85,129,194,198,205. Die rAAV-vermittelte Produktion von TGF-β wies jedoch 
generell geringere Werte auf als in vergleichbaren zuvor durchgeführten Studien über den  
TGF-β Gentransfer in MSZ Monolayer195- und Pelletkulturen135,184,194. Diese Arbeiten 
verwendeten jedoch deutlich höhere rAAV Vektordosen (engl.: Multiplicity of Infection – MOI 
1000 versus 20)194,195 und/oder eine andere Vektorklasse (Adenoviren)135,184 und erlaubten 
dennoch nur eine kurz anhaltende Transgenexpression (weniger als 14 Tage versus 
mindestens 21 Tage bei rAAV mit geringeren MOIs). Die TGF-β Überexpression führte zu 
einer Steigerung der proliferativen und anabolen Eigenschaften der undifferenzierten 
Monolayerkulturen (1) sowie der chondrogen differenzierten 3D Pelletkulturen (3), 
höchstwahrscheinlich zurückzuführen auf die langanhaltende rAAV-vermittelte Produktion des 
Wachstumsfaktors. In den Pelletkulturen wurde zusätzlich auch das Differenzierungspotential 
der mit TGF-β transduzierten Proben im Vergleich zu den LacZ Kontrollen erhöht, 
nachgewiesen durch gesteigerte Expression und Produktion von Proteoglykanen, Aggrekan 
und Typ-II Kollagen. Eine mögliche Erklärung für diese chondrogene Stimulation liefert die 
zusätzlich nachgewiesene verstärkte Anregung des chondrogenen SOX9 Signalwegs nach 
Transduktion im Vergleich zur Kontrolle. Ähnlich zu den Ergebnissen der IGF-I 
Vergleichsstudie wurde auch hier in den mit TGF-β transduzierten Pelletkulturen (3) verglichen 
mit den jeweiligen Kontrollen eine verstärkte Expression verschiedener Marker für 
Hypertrophie und Osteogenese (Typ-I Kollagen, Typ-X Kollagen, Osteopontin) nachgewiesen. 
Diese Ergebnisse bestätigen zuvor erhaltene Beobachtungen hypertropher Effekte bei 
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Anwendung von TGF-β in rekombinanter Form oder mittels adenoviralem Gentransfer30,135,206-
208 und sind unter anderem auf die zusätzlich nachgewiesene Expressionssteigerung 
bestimmter Hypertrophie-assoziierter Gene (MMP13, β-Catenin, IHH) zurückzuführen. Auch 
die adipogene und osteogene Differenzierung in Monolayerkulturen (2) wurde infolge der TGF-
β Überexpression im Vergleich zu den Kontrollen stimuliert, in Übereinstimmung mit den 
Ergebnissen der IGF-I Vergleichsstudie (I.) sowie ähnlichen Arbeiten basierend auf 
adenoviralem Gentransfer135.   
 
Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass der Wachstumsfaktor TGF-β ein 
weiterer potentieller Kandidat zur Stimulation der chondrogenen Differenzierungskapazitäten 
von aus Knochenmark isolierten MSZ darstellt. Auch hier besteht für eine zukünftige 
Anwendung in klinisch relevanten in vivo Ansätzen die Notwendigkeit einer 
Expressionskontrolle zur Reduktion der Effekte von Hypertrophie und terminaler 
Differenzierung. Ein direkter Vergleich der beiden Faktoren bezüglich ihrer Wirkung auf 
isolierte Stammzellen mit Interpretation der Präferenz befindet sich im Diskussionsteil der 
Arbeit.     
   
 
Dissertation Janina Frisch   2. Darstellung der einzelnen Publikationen 
55 
III. rAAV-vermittelte Überexpression von IGF-I  in humanen Knochenmarkaspiraten 
 
Diese Arbeit wurde publiziert als: 
Frisch J, Rey-Rico A, Venkatesan JK, Schmitt G, Madry H, Cucchiarini M. Chondrogenic 
Differentiation Processes in Human Bone Marrow Aspirates upon rAAV-Mediated Gene 
Transfer and Overexpression of the Insulin-Like Growth Factor I. Tissue Eng Part A 2015; 
21(17-18):2460-71; IF 4,448. 
 
 
 
 
Abb. 20: Graphische Zusammenfassung der Publikation III. 
 
 
Zusammenfassung: 
Eine bleibende Schwierigkeit bei der Verwendung von isolierten Zellen ist die Notwendigkeit 
von mehreren extensiven und zeitintensiven Arbeitsschritten zur Zellisolation und –expansion. 
Eine direkte Verwendung von Knochenmark anstelle isolierter Stammzellen bietet demnach 
eine Vereinfachung dieses Ansatzes, die in einem einstufigen Verfahren durchgeführt werden 
kann und bereits Teil präklinischer und auch klinischer Studien ist86-89. Genetische 
Modifikationen zur Verbesserung der chondroregenerativen Eigenschaften solcher Proben 
wurden bisher kaum durchgeführt146,147, eine (engl.) Proof of Concept Studie zum Gentransfer 
mittels rAAV Vektoren wurde erst kürzlich veröffentlicht148. Basierend auf den Ergebnissen 
einer der zuvor durchgeführten Studien, die einen positiven Einfluss einer IGF-I 
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Überexpression auf die proliferativen, biosynthetischen und chondrogenen Eigenschaften 
isolierter MSZ aufzeigte (I.), wurde in der vorliegenden Studie die gleiche genetische 
Manipulation in vollständigen Knochenmarkaspiraten getestet. 
 
Patienten, die einer vollständigen Knie-Arthroplastik unterzogen wurden, stellten 
Knochenmarkspenden zur Verfügung, die unmittelbar nach Entnahme mit Hilfe von rAAV 
Vektoren transduziert wurden148. Die Vektorzusammensetzung und –herstellung von rAAV-
lacZ (β-Galactosidase) und rAAV-hIGF-I wurden zuvor (I.) bereits beschrieben. Humanes 
Knochenmark wurde unmittelbar nach Entnahme mit rAAV-hIGF-I versus rAAV-lacZ genetisch 
modifiziert (MOI ~ 10) und für 21 Tage in chondrogenem (1) sowie adipogenem und 
osteogenem (2) Medium kultiviert. Die Auswirkungen des Gentransfers auf proliferative 
Eigenschaften sowie chondrogenes Differenzierungspotential und Hypertrophieeffekte wurden 
mittels histologischer Färbungen, biochemischer Assays und real-time RT-PCR Analysen 
untersucht.  
 
Über den gesamten Analysezeitraum konnte in den transduzierten Proben eine ausgeprägte 
(~80% IGF-I+ Zellen) und im Vergleich zur Kontrolle (LacZ) verstärkte Transgenexpression 
detektiert werden, die im Weiteren zu einer Stimulation der proliferativen, biosynthetischen und 
chondrogenen Eigenschaften führte. Diese Effekte wurden nachgewiesen durch erhöhte 
Zelldichte, gesteigerten DNA-Gehalt sowie Stimulation von Matrixelementen und des 
chondrogenen SOX9 Signalwegs. Die detektierten Transgenexpressionslevel waren 
vergleichbar mit zuvor erhaltenen Ergebnissen in isolierten MSZ (I.) sowie der Pilotstudie mit 
rAAV-vermitteltem Gentransfer in Knochenmarkaspirate148, wiesen jedoch geringere Werte 
auf als in zuvor beschriebenen Studien über adenoviralen Gentransfer in Knochenmark von 
Kaninchen oder Schweinen146,147, bei denen wiederum auch deutlich höhere Vektordosen 
verwendet wurden. Zusätzlich zeigten wir, dass die genetische Modifikation der 
Knochenmarkaspirate zu einer gesteigerten Expression von hypertrophen und osteogenen 
Markern führte, ein Effekt, der von leicht verstärkten Level an MMP13 (terminale 
Differenzierung), ALP und OP (osteogene Marker), RUNX2 (Kontrolle der osteoblastischen 
Expression von COL1, COL10 und MMP13), β-Catenin (Mediator des Wnt Signalwegs zur 
osteogenen Differenzierung) und IHH (Hypertrophie-Marker) sowie geringer Reduktion der 
PTHrP Expression (anti-hypertropher Marker) begleitet wurde.  Dass diese Effekte lediglich in 
Form von Trends ohne statistische Signifikanz nachzuweisen waren kann auf ein 
zeitversetztes Differenzierungspotential des Knochenmarks verglichen mit isolierten MSZ 
zurückzuführen sein (nur Teileffekte an Tag 21 versus mögliche vollständige Expression an 
Tag 40 – 50209,210), bestätigt aber dennoch zuvor erhaltene Ergebnisse211 sowie die 
Schlussfolgerungen der IGF-I Studie mit isolierten MSZ (I.). Auch die hier detektierte, 
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signifikante Steigerung der adipogenen Differenzierung durch IGF-I Überexpression deckt sich 
mit den Beobachtungen anderer Arbeitsgruppen203 und unserer MSZ Vergleichsstudie (I.).  
 
Der Gentransfer von chondrogenen und/oder chondroreparativen Faktoren in Knochenmark-
aspirate mittels rAAV Vektoren stellt einen vielversprechenden Ansatz im Bereich der 
Knorpelforschung dar, mit dem Ziel der Transplantation solcher genetisch veränderter Proben 
in verletzte Knorpelbereiche. Verglichen mit anderen, komplexeren und invasiveren Methoden 
wie beispielsweise der Implantation isolierter Vorläuferzellen, handelt es sich hierbei um eine 
praktische Alternative, die in einem einstufigen Prozess umgesetzt werden kann. In der 
vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass auch vollständige Knochenmarkaspirate mittels rAAV 
Vektoren zur Überexpression von IGF-I genetisch verändert werden können, die im Weiteren 
zu einer vergleichbaren Stimulation der proliferativen und chondrogenen Eigenschaften der 
Proben führt. Eine kontrollierte Expression des Wachstumsfaktors ist dennoch auch hier 
notwendig, um eine geeignete Balance zwischen chondrogener Stimulation und Reduktion der 
Hypertrophieeffekte zu erreichen.  
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IV. rAAV-vermittelte Überexpression von TGF-β  in humanen Knochenmarkaspiraten 
 
Diese Arbeit wurde publiziert als: 
Frisch J, Rey-Rico A, Venkatesan JK, Schmitt G, Madry H, Cucchiarini M. TGF-β gene 
transfer and overexpression via rAAV vectors stimulates chondrogenic events in human bone 
marrow aspirates. J Cell Mol Med 2016; 20(3):430-40; IF = 4,938. 
 
 
 
 
Abb. 21: Graphische Zusammenfassung der Publikation IV. 
 
 
Zusammenfassung: 
Abschließend wurde auch der zweite chondrogene Wachstumsfaktor TGF-β bezüglich der 
Effekte einer Überexpression via rAAV Vektoren auf die biologischen und chondrogenen 
Eigenschaften von Knochenmarkaspiraten überprüft.  
 
Auch hier wurden die Methoden identisch zur zuvor genannten Studie (III.) gewählt, um eine 
Vergleichbarkeit zu gewährleisten. Knochenmarkspenden wurden unmittelbar nach Entnahme 
mit rAAV Vektoren transduziert148 (MOI ~ 10), die Vektorzusammensetzung und –herstellung 
von rAAV-lacZ (β-Galactosidase) und rAAV-hTGF-β wurden zuvor (II.) bereits 
beschrieben85,129,200. Die Kultivierung fand anschließend für 21 Tage in chondrogenem (1), 
sowie adipogenem und osteogenem (2) Medium statt. Evaluierungen bezüglich proliferativer 
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Eigenschaften sowie chondrogenem Differenzierungspotential und Hypertrophieeffekten 
wurden mittels histologischer Färbungen, biochemischer Assays und real-time RT-PCR 
Analysen durchgeführt.  
 
TGF-β Gentransfer wurde erfolgreich durch langanhaltende, verstärkte Transgenexpression 
im Vergleich zur Kontrollgruppe nachgewiesen, die generellen Expressionslevel lagen hierbei 
in einem Bereich vergleichbar mit TGF-β transduzierten isolierten MSZ (II.) sowie mit 
Knochenmarkaspiraten der IGF-I Vergleichsstudie (III.). Die TGF-β Überexpression führte 
weiterhin zu einer signifikanten Steigerung der proliferativen und chondrogenen Eigenschaften 
der Knochenmarkaspirate, nachgewiesen mittels immunhistochemischer und biochemischer 
Methoden sowie real-time PCR Analysen durch Steigerungen des DNA-Gehalts und wichtiger 
Knorpelmatrixproteine (Aggrekan, Typ-II Kollagen) im Vergleich zu den Kontrollgruppen. Von 
großer Bedeutung für die vorliegende Arbeit ist die Reduktion von Hypertrophie und terminaler 
Differenzierung, die wir infolge der TGF-β Überexpression im Knochenmark verglichen mit der 
Kontrolle (LacZ) detektieren konnten. Dieses Ergebnis steht in auffälligem Kontrast zu 
Untersuchungen mit isolierten MSZ bei Anwendung von TGF-β in rekombinanter Form oder 
mittels viralem Gentransfer30,135,206-208, die nach Transduktion verstärkte hypertrophe Effekte 
aufwiesen, und ist auf das spezielle biologische Umfeld der MSZ im Knochenmark 
zurückzuführen.  
 
Zusammenfassend zeigen die hier erhaltenen Ergebnisse deutlich die Vorteile einer 
genetischen Modifikation von Knochenmarkaspiraten durch rAAV-vermittelten Gentransfer 
des chondrogenen Wachstumsfaktors TGF-β bezüglich der Anwendung als einfaches, 
einstufiges und effektives Verfahren zur Verbesserung der Knorpelreparatur. Viele der 
Faktoren, die an der Knorpelregeneration beteiligt sind, wiesen in bisherigen Studien 
hypertrophe Eigenschaften als unerwünschten Nebeneffekt auf. Dieser Aspekt betont die 
Wichtigkeit der hier nachgewiesenen Reduktion solcher Hypertrophieeffekte infolge der 
genetischen Manipulation mit TGF-β. Dennoch muss in weiteren Studien untersucht werden, 
ob durch diesen Ansatz eine vollständige Knorpelreparatur erreicht werden kann, oder ob eine 
kombinierte Anwendung mehrerer chondrogener/chondroreparativer Faktoren zusätzliche 
Vorteile bringen könnte.  
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3. Diskussion 
 
Die vorliegende Arbeit befasste sich mit der genetischen Manipulation von Stammzellen 
mittels rekombinanter adeno-assoziierter viraler (rAAV) Vektoren. Die Applikation von 
Knochenmark und daraus isolierten primären Zellen von Patienten mit Knorpelerkrankungen, 
die letztendlich die Zielgruppe der hier überprüften Methoden darstellen, ist ein Ansatz zur 
zielgerichteten Therapie. Durch den Einschluss von Proben von insgesamt 49 Patienten wurde 
eine Auswertung mittels statistischer Analysemethoden ermöglicht und patientenspezifische 
Variabilitäten weitestgehend minimiert. Die therapeutischen Gene wurden aus der Gruppe der 
Wachstumsfaktoren gewählt, die innerhalb der Knorpelentwicklung und –reparatur eine 
überaus wichtige Rolle spielen. Sowohl IGF-I als auch TGF-β wurden bereits als 
vielversprechende Faktoren identifiziert, da sie in zuvor durchgeführten Studien eine 
Stimulation der Matrixproduktion und der chondrogenen Differenzierung von isolierten MSZ 
induzierten184,192-194,212-217 sowie in vivo nach Transplantation in Knorpeldefekte eine 
Stimulation der Knorpelreparatur aufwiesen192-194,212,216,218. Dennoch wurde für beide Faktoren 
bisher keine vergleichbare Studie veröffentlicht, die mit den vorteilhaften rAAV Vektoren sowie 
MSZ niedriger Passage arbeiten. Hohe Zellpassagen können die biologischen Eigenschaften 
von MSZ erheblich beeinflussen, so zeigten verschiedene Arbeitsgruppen, dass humane MSZ 
nach langer ex vivo Expansion malignen Transformationen mit Veränderungen der 
Morphologie sowie der Proliferationsrate unterliegen219. Eine Anwendung niedriger 
Zellpassagen ist demnach vorteilhafter, um die multipotenten, trophischen und 
immunmodulatorischen Eigenschaften der MSZ15,61-65 zur Behandlung von 
Knorpelverletzungen vollständig zu nutzen. Der Gentransfer mittels rAAV Vektoren in  MSZ 
niedriger Passagen (≤ 2) liefert also einen wichtigen Meilenstein, um das 
Differenzierungsverhalten nach genetischer Manipulation in frühen Zellstadien zu untersuchen 
(Hypothese 1). Wie bereits erwähnt ist die Expansion von Stammzellen zusätzlich ein arbeits- 
und zeitintensiver Prozess und bereits die Isolation kann sich auf die Zellausbeute sowie den 
Phänotyp der Zellen auswirken, insbesondere durch unterschiedliche Isolationsmethoden, 
Kultivierungsbedingungen oder Medienzusätze219. Demnach liefert die direkte Anwendung von 
Knochenmark einen attraktiven Ansatz, da sie in einem einstufigen Verfahren durchgeführt 
werden kann und zusätzlich den Vorteil bietet, die Stammzellen in ihrer natürlichen, 
biologischen Umgebung zu bewahren. Die Transplantation solcher Aspirate wurde bereits in 
mehreren klinischen Studien getestet86-89, über die genetische Manipulation von 
Knochenmarkaspiraten ist bisher nur vergleichsweise wenig bekannt. Die in der vorliegenden 
Studie durchgeführte Untersuchung der Effekte des Gentransfers auf die chondroreparativen 
Eigenschaften vollständiger Knochenmarkaspirate wurde bisher in der Literatur nicht 
Dissertation Janina Frisch   3. Diskussion 
61 
beschrieben und liefert als Vereinfachung der Konzepte mit isolierten MSZ eine wichtige 
Fragestellung im Bereich der Knorpelforschung (Hypothese 2).  
 
Überprüfung der Hypothese 1 mit allgemeiner Interpretation 
Die Ergebnisse der Publikationen I und II bestätigten klar die Hypothese, dass die 
Überexpression der Wachstumsfaktoren IGF-I und TGF-β via rAAV Vektoren die 
chondrogenen Differenzierungseigenschaften von aus Knochenmark isolierten 
humanen mesenchymalen Stammzellen stimuliert.  
 
In beiden Studien wurden sowohl proliferative Eigenschaften stimuliert als auch die Produktion 
von Matrixkomponenten durch Anregung des chondrogenen SOX9-Signalwegs erhöht, 
wodurch das Konzept für eine Anwendung im Bereich der Knorpelreparatur eine bedeutende 
Rolle erlangt. Die zusätzlich nachgewiesene Stimulation von Hypertrophie, Adipogenese und 
Osteogenese infolge der Überexpression der Wachstumsfaktoren ist aufgrund der bereits 
diskutierten multipotenten Eigenschaften der MSZ sowie der dokumentierten Beteiligung von 
IGF-I und TGF-β an diesen Differenzierungslinien nicht überraschend. IGF-I wurde in der 
Literatur ausgiebig als Stimulator der Differenzierung zu Osteozyten178 und Adipozyten179-181 
beschrieben, was durch die vorliegende Studie weiterhin bestätigt wurde. Eine genaue 
Analyse der zugrunde liegenden Signalwege wurde hier nicht durchgeführt, basierend auf 
Literaturangaben174 sowie Ergebnissen aus früheren Studien mit IGF-I Gentransfer in 
Knorpelexplantaten200 ist eine Aktivierung von sowohl ERK1/2 als auch PI3K als Downstream-
Effektoren wahrscheinlich. TGF-β zeigt in der Literatur vor allem im Bereich der Adipogenese 
und Osteogenese eine Smad-abhängige, ambivalente Wirkung. Unter den hier gewählten 
experimentellen Bedingungen ist davon auszugehen, dass durch die genetische Manipulation 
der MSZ mit TGF-β hauptsächlich eine Aktivierung des Smad1/5/8 Signalwegs erfolgt, der 
nachweislich hypertrophe und adipogene Prozesse anregt9,101,179,197. Obwohl die Stimulation 
der Adipogenese nach Literaturangaben von Mitgliedern der TGF-β Superfamilie 
hauptsächlich durch BMP-induzierte Aktivierung des Smad1/5/8 Signalwegs verursacht 
wird179,197, ist eine Beteiligung dieses Zweigs auch durch TGF-β als zweite Unterklasse mit 
überlappender Signaltransduktion naheliegend und liefert somit eine Erklärung der Effekte auf 
die adipogene Differenzierung. Diese Ergebnisse stehen in starkem Kontrast zu früheren 
Untersuchungen der durch TGF-β Gentransfer aktivierten Signalwege in 
Knorpelexplantaten205, womöglich zurückzuführen auf die unterschiedlichen experimentellen 
Bedingungen, eine detaillierte Untersuchung der beteiligten Signalwege stand jedoch nicht im 
Fokus der Arbeit. Hypertrophie und terminale Differenzierung sowie Adipogenese und 
Osteogenese sind unerwünschte Prozesse innerhalb der Knorpelentwicklung und –reparatur, 
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da sie einer Rekonstruktion der natürlichen Struktur des hyalinen Knorpels im Weg stehen. 
Daher ist es für das vorliegende Konzept von großer Bedeutung, die Stimulation solcher 
Prozesse nach genetischer Manipulation bestmöglich zu reduzieren. Hierfür stehen 
unterschiedliche Möglichkeiten zur Verfügung, die im weiteren Verlauf der Arbeit ausführlich 
diskutiert werden.  
 
Überprüfung der Hypothese 2 mit allgemeiner Interpretation 
Die genetische Manipulation von Knochenmarkaspiraten mit IGF-I und TGF-β als 
Vereinfachung des Konzepts der Nutzung isolierter Stammzellen zeigte durch den 
Nachweis signifikanter Steigerungen der Proliferation und Matrixsynthese (mit 
Beteiligung des SOX9 Signalwegs) vergleichbare Effekte bezüglich der Stimulation der 
chondroreparativen Eigenschaften, wodurch auch die zweite Hypothese der 
vorliegenden Arbeit deutlich bestätigt wurde.  
 
Im Vergleich zu isolierten MSZ wurden interessanterweise kaum Unterschiede der 
Transgenexpressionslevel festgestellt, obwohl in den Aspiraten eine deutlich größere 
Gesamtzellzahl mit einem geringeren prozentualen MSZ-Anteil vorhanden ist. Während zu 
Beginn des Experiments alle vorhandenen Zellsubpopulationen im Knochenmark (z.B. MSZ, 
hämatopoetische Zellen, Fibroblasten)  durch die rAAV Vektoren genetisch modifiziert werden 
können, ist nach kontinuierlicher chondrogener Stimulation mit der Zeit davon auszugehen, 
dass hauptsächlich die chondrogen differenzierbaren MSZ vollständig zum chondrogenen 
Phänotyp übergehen19,220. Die im Knochenmark detektierten Ergebnisse bezüglich der 
Zellproliferation wiesen erhöhte Werte im Vergleich zu isolierten MSZ auf, was möglicherweise 
auf das Vorhandensein anderer mitogener Faktoren im Knochenmark zurückzuführen ist19,220. 
Weiterhin können auch Zellsubpopulationen des Knochenmarks, die in der frühen Phase nach 
Transduktion genetisch modifiziert wurden, Einfluss auf proliferative Prozesse nehmen, 
wohingegen später, unter kontinuierlichem Einfluss von chondrogenem Medium, 
hauptsächlich rAAV-modifizierte MSZ solche Prozesse kontrollieren (parakrine versus 
autokrine Effekte)19,220. Trotz der nachgewiesenen Steigerung der biosynthetischen und 
chondrogenen Eigenschaften durch Transduktion im Vergleich zu den Kontrollen, waren 
interessanterweise die Level der Matrixsynthese verglichen mit zuvor erhaltenen Ergebnissen 
in isolierten MSZ in den Versuchen mit Knochenmarkaspiraten generell reduziert. Diese 
Resultate können auf einen geringeren Aktivierungsstatus der Vorläuferzellen im 
Knochenmark hinweisen, auf nachteilige Einflüsse rückständiger Zellen und/oder auf mitogene 
versus anabole Effekte der Wachstumsfaktoren in den Aspiraten19,200,220. Zusätzlich können 
diese Beobachtungen auch auf eine zeitliche Verschiebung der Matrixsynthese im 
Knochenmark zurückzuführen sein, die erst zu späterem Zeitpunkt einsetzt und an Tag 21 (ein 
Dissertation Janina Frisch   3. Diskussion 
63 
Zeitpunkt, der basierend auf Literaturrecherchen im Bereich der Knorpelreparatur ausgewählt 
wurde146,147) noch nicht komplett ausgeprägt ist19,220 (mögliche vollständige Deposition 
zwischen Tag 40 und 50209,210). 
 
Bezüglich der Effekte auf Hypertrophie, Adipogenese und Osteogenese lieferten die 
Untersuchungen am genetisch manipulierten Knochenmark interessante Ergebnisse. Der 
Gentransfer von IGF-I führte zu einer generellen Stimulation aller Prozesse, in guter 
Übereinstimmung mit den zuvor erhaltenen Ergebnissen in isolierten MSZ (I.) sowie 
Literaturangaben bezüglich der Eigenschaften des Wachstumsfaktors178-181. Das wohl 
wichtigste Ergebnis dieser Studien ist jedoch die Reduktion von Hypertrophie und 
Osteogenese in den Aspiraten infolge der TGF-β Überexpression (IV.), begleitet von einer 
bleibenden Stimulation der Adipogenese. Diese Resultate stehen in auffälligem Kontrast zu 
den erhaltenen Ergebnissen mit isolierten MSZ (II.), die nach TGF-β Überexpression eine 
Steigerung des Differenzierungspotentials jeder Linie aufwiesen. Hierbei spielt hauptsächlich 
das biologische Milieu eine Rolle, das im Gegensatz zu isolierten MSZ in den 
Knochenmarkaspiraten auf die Zellen wirken kann. Darin können von anderen vorhandenen 
Zelltypen nützliche Faktoren produziert (parakrine Expression) sowie spezifische Signalwege 
aktiviert werden, die im isolierten Zustand nicht abrufbar sind und Prozesse wie Hypertrophie 
und terminale Differenzierung verzögern, ohne das chondrogene Potential zu 
beeinträchtigen220. So ist beispielsweise möglich, dass durch den Einfluss der speziellen 
Zellumgebung statt Smad1/5/8 Aktivierung (pro-hypertroph) zunächst hauptsächlich der 
zweite mögliche TGF-β Signalweg angeregt wird, der über Smad2/3  Phosphorylierung zur 
Stabilisierung von SOX9 und Inhibierung von RUNX2 führt und somit anti-hypertroph wirkt9,101. 
Eine detaillierte Untersuchung dieser Signalwege wurde in der vorliegenden Arbeit jedoch 
nicht durchgeführt. Ähnliche Studien mit Anwendung des identischen rAAV-hTGF-β Vektors in 
Knorpelexplantaten lieferten jedoch vergleichbare Ergebnisse. Venkatesan et al.205 konnten 
nach Überexpression von TGF-β in arthritischem Knorpel verstärkte Level des ALK5 Typ-I 
Rezeptors aufweisen, der nachweislich mit Smad2/3 Aktivierung assoziiert ist (versus ALK 1 
als Stimulator von Smad1/5/8). Diese ALK5 Steigerung infolge des Gentransfers wurde in der 
genannten Studie in Verbindung mit anti-hypertrophen Effekte detektiert, weshalb eine 
verstärkte Beteiligung dieses Signalwegs als Ursache der Hypertrophie-Reduktion auch in der 
vorliegenden Arbeit anzunehmen ist. Die Stimulation der Differenzierung der adipogenen Linie 
infolge der TGF-β Überexpression stimmt jedoch mit den Ergebnissen der Studien mit 
isolierten MSZ (II.) sowie der Anwendung von IGF-I im Knochenmark (III.) überein. Wie bereits 
diskutiert wird ein solcher Effekt vorwiegend durch eine Aktivierung von Smad1/5/8 
verursacht179,197, demnach ist auch die Anregung dieses zweiten TGF-β Signalwegs unter den 
vorliegenden Kultivierungsbedingungen nicht vollständig auszuschließen. Somit lässt sich 
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schlussfolgern, dass im Knochenmark grundsätzlich beide Smad-Signalwege durch TGF-β 
aktiviert werden. Dennoch ist davon auszugehen, dass der pro-hypertrophe Smad1/5/8 
Signalweg im Verhältnis zu dem parallel aktivierten Smad2/3 Signalweg weniger stark 
angeregt wird und somit die anti-hypertrophen Effekte von Smad2/3 überwiegen. Auffallend 
diesbezüglich ist auch, dass die Adipogenese im Knochenmark verglichen mit den 
Ergebnissen in isolierten MSZ in geringerem Ausmaß aktiviert wurde (2,0- versus 2,3-fach), 
was ebenfalls für eine weniger stark ausgeprägte Anregung des adipogenen und hypertrophen 
Smad1/5/8 Signalwegs spricht. Bei allen Schlussfolgerungen bezüglich der beteiligten 
Signalwege handelt es sich um auf Literaturangaben bezogene Hypothesen. Eine detaillierte 
Analyse stand nicht im Fokus der Arbeit, bietet aber basierend auf den hier erhaltenen 
Ergebnissen eine interessante Fragestellung für weiterführende Studien.  
 
Zusammenfassend eröffnet die Bestätigung der Hypothese 2 neue Möglichkeiten im Bereich 
der Knorpelforschung, die sich mit der Anwendung von genetisch verändertem Knochenmark 
als einstufigen Prozess zur Stimulation der Knorpelregeneration befassen.  
 
Diskussion des internen Interpretationsziels  
Obwohl sich durch die erhaltenen Ergebnisse beide Wachstumsfaktoren deutlich als 
potentielle Kandidaten für die Knorpelforschung erwiesen, konnten interessanterweise 
dennoch auffallende Unterschiede zwischen den Effekten der Transduktion mit IGF-I und TGF-
β nachgewiesen werden, die sowohl vom Versuchsansatz (MSZ versus Knochenmark) als 
auch von den einzelnen Untersuchungsmerkmalen (Transgenexpression, Proliferation, 
Chondrogenese, Hypertrophie) abhängig waren. Mit Ausnahme der MSZ Pelletkulturen war in 
allen Versuchen (MSZ Monolayer, Knochenmark) die TGF-β Transgenexpression stärker 
ausgeprägt als die des Faktors IGF-I. Zunächst lässt dies auf eine stärkere Wirksamkeit des 
Faktors schließen, die Effekte können jedoch auch durch unterschiedliche Sensitivität der 
Transgen-Detektionssysteme sowie abweichendes Transduktionspotential der einzelnen 
Vektoren infolge des Herstellungsprozesses hinweisen. Auffallend war hierbei in den 
Knochenmarkaspiraten, dass die Transgenexpression von TGF-β zu frühen Zeitpunkten zwar 
deutlich stärkere Werte verglichen mit IGF-I aufwies, jedoch über den Zeitraum von 21 Tagen 
eine stetige Reduktion der Expressionslevel nachgewiesen wurde, wohingegen IGF-I zu 
Versuchsende (Tag 21) einen Expressionsschub mit Werten oberhalb der Marke des ersten 
Messzeitpunkts erfuhr. Aus diesem Grund ist davon auszugehen, dass der TGF-β Gentransfer 
zur effektiveren Transgenexpression führt, die aber schneller verloren geht als bei IGF-I, 
höchstwahrscheinlich zurückzuführen auf die unterschiedlichen Signalwege der beiden 
Faktoren177,221. In den Studien mit isolierten MSZ (I. und II.) waren die erhaltenen Ergebnisse 
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mit wenigen Ausnahmen für beide Faktoren weitestgehend vergleichbar, vor allem aber im 
Bereich der Chondrogenese erwies sich TGF-β jedoch als deutlich effektiver (Abb. 22). Bei 
genetischer Manipulation des Knochenmarks (III. und IV.) hingegen wurden wichtige 
Unterschiede detektiert (Abb. 22). Bezüglich der proliferativen sowie hypertrophen und 
osteogenen Eigenschaften zeigte TGF-β deutlich vorteilhaftere Effekte, da durch Gentransfer 
mit diesem Faktor eine Proliferationssteigerung und sogar eine Reduktion von Hypertrophie 
und Osteogenese zu beobachten war. Interessant ist jedoch, dass vor allem in den 
Genexpressionsanalysen (real-time PCR)  IGF-I der deutlich effektivere Faktor zur Stimulation 
der chondrogenen Marker in den Knochenmarkaspiraten darstellte. Biochemische und 
histologische Analysen wiesen diesbezüglich weitgehend vergleichbare Werte auf. 
Erklärungen für diese unterschiedlichen Effekte von IGF-I und TGF-β im Knochenmark lassen 
sich unter anderem durch Verbindung zu den speziellen Eigenschaften der Faktoren, aber 
auch den einzelnen Transgenexpressionprofilen finden. TGF-β ist ein früher Faktor der 
Chondrogenese und unterstützt nachweislich hauptsächlich Vorgänge der mesenchymalen 
Kondensation186 als Vorstufe für den späteren Prozess der chondrogenen Differenzierung, der 
wiederum neben weiteren wichtigen Faktoren durch IGF-I als Vertreter der späten 
chondrogenen Faktoren stimuliert wird177. Die mit TGF-β transduzierten MSZ befinden sich 
demnach womöglich zum Analysezeitpunkt noch in einem frühen Stadium der chondrogenen 
Differenzierung nach Stimulation der mesenchymalen Kondensation, wohingegen eine IGF-I 
Überexpression bereits zur Ausbildung reifer Chondrozyten führte, weshalb durch diesen 
Faktor stärkere Effekte im Bereich der Chondrogenese nachweisbar sein können. Zusätzlich 
wurden in der Expressionskinetik von TGF-β im Knochenmark zu früheren Zeitpunkten 
deutlich höhere Werte detektiert als zum Analysezeitpunkt (Tag 21), die IGF-I 
Transgenexpression erfuhr hingegen  bei Versuchsende einen Expressionsschub, eine 
weitere mögliche Erklärung für Unterschiede der beiden Faktoren bezüglich ihrer 
chondrogenen Eigenschaften. Der deutliche Gegensatz der Effekte von IGF-I und TGF-β auf 
Hypertrophie und Osteogenese ist letztlich auf die spezifischen Eigenschaften der Faktoren 
zurückzuführen, die im Vorfeld bereits diskutiert wurden.  
 
Für die Wiederherstellung einer natürlichen hyalinen Knorpelstruktur durch Stammzellen ist 
zweifellos deren chondrogene Differenzierung von großer Bedeutung, bei einer Interpretation 
bezüglich der Effektivität der untersuchten Faktoren müssen jedoch alle Parameter 
berücksichtigt werden, die die Struktur des Reparaturgewebes beeinflussen können. 
Gesunder Gelenkknorpel besteht ausschließlich aus Chondrozyten in ihrer spezifischen 
Umgebung6, das Vorhandensein von Fett- und Knochenzellen ist für die Wiederherstellung der 
biologischen Knorpelstruktur demnach unerwünscht. Aufgrund der multipotenten 
Eigenschaften von MSZ mit neben chondrogenem auch stark ausgeprägtem adipogenem und 
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TGF-β = (engl.) Transforming Growth Factor β. 
osteogenem Differenzierungspotential ist demnach von großer Bedeutung, welchen Effekt die 
Gentherapie-Kandidaten auf solche Prozesse aufweisen. Trotz der geringeren chondrogenen 
Stimulation verglichen mit IGF-I im Knochenmark, konnte durch die Überexpression von TGF-
β noch immer eine statistische Signifikanz im Vergleich zur internen Kontrolle detektiert 
werden, begleitet von der überaus wichtigen Reduktion von MSZ Hypertrophie und 
Osteogenese. All diese Aspekte umfassend lässt sich demnach TGF-β auch für die genetische 
Manipulation von kompletten Knochenmarkaspiraten als potentielleres therapeutisches Gen 
für eine Anwendung im Bereich der Knorpelreparatur einstufen. Eine Überexpression von 
Wachstumsfaktoren kann immer auch zu nachteiligen parakrinen und autokrinen 
Nebeneffekten führen, wie beispielsweise einer Stimulation von Proliferation und/oder 
Differenzierung unerwünschter Zellpopulationen. Diese Effekte bleiben für TGF-β zu 
überprüfen, wurden jedoch bei direkter Anwendung von rAAV Vektoren zur Überexpression 
anderer Wachstumsfaktoren (IGF-I, FGF-2) in in vivo Experimenten mit fokalen 
Knorpeldefekten222,223 in unserer Arbeitsgruppe nie detektiert.    
 
 
 
Abb. 22: Graphische Darstellung des internen Vergleichs zwischen IGF-I und TGF-β. 
Pfeile symbolisieren Steigerung (↑) oder Reduktion (↓) der Chondrogenese oder Hypertrophie, 
Farbverlaufsbalken repräsentieren Effizienzunterschiede. IGF-I = (engl.) Insulin-like Growth Factor I; 
 
 
 
 
Zusammenfassend wurde innerhalb der vorliegenden Studie TGF-β als Faktor mit 
deutlich höherer Effizienz identifiziert, der für die Anwendung im Bereich der 
Knorpelreparatur nicht nur zur chondrogenen Stimulation von MSZ in der Lage ist, 
sondern unter Einfluss des biologischen Milieus der Stammzellen im Knochenmark im 
Gegensatz zu IGF-I auch unerwünschte Nebeneffekte wie Hypertrophie und 
Osteogenese reduzieren kann.  
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Ausblick 
Zusammenfassend verifizierte die vorliegende Arbeit die genetische Manipulation von 
isolierten MSZ und vollständigen Knochenmarkaspiraten mit den Wachstumsfaktoren IGF-I 
und TGF-β allgemein als vielversprechendes Werkzeug in der Knorpelreparatur. Hierbei 
erwies sich die Anwendung des Knochenmarks sowohl bezüglich der Präparation als auch 
bezüglich der positiven Einflüsse der biologischen Umgebung auf Hypertrophie und 
Osteogenese als vorteilhaft und TGF-β konnte für beide Probentypen als effizienterer Faktor 
eingestuft werden. Dennoch ist IGF-I als therapeutisches Gen im Bereich der 
Knorpelforschung nicht vollständig auszuschließen. Zunächst besteht die Möglichkeit, dass 
die hypertrophen und osteogenen Effekte des Faktors bei einer Anwendung in 
entsprechenden klinisch relevanten in vivo Studien unterschiedlich sind, da in diesem Fall 
zusätzliche parakrine Faktoren zur Verfügung stehen, die solche Prozesse positiv 
beeinflussen können. So wurde beispielsweise nach direktem Gentransfer von IGF-I in 
Knorpeldefekten von Kaninchen eine Verzögerung von Hypertrophie und terminaler 
Differenzierung detektiert222, und auch nach Transplantation künstlicher Knorpelkonstrukte 
aus IGF-I transduzierten Chondrozyten in biologischen (engl.) Scaffolds wurde im 
Reparaturgewebe geringere Typ-I Kollagen Deposition im Vergleich zu Kontrollgruppen 
detektiert224. Es bleibt also zu überprüfen, wie sich eine Überexpression von IGF-I unter den 
hier gewählten Bedingungen im Rahmen entsprechender in vivo Studien auf Hypertrophie und 
Osteogenese der Zellen des Reparaturgewebes auswirkt. Falls diese unerwünschten 
Prozesse dennoch eine Rolle spielen, kann auf unterschiedliche Art und Weise versucht 
werden, ausreichende Level an IGF-I zur chondrogenen Stimulation der Zellen zu produzieren, 
ohne jedoch frühzeitige hypertrophe und osteogene Prozesse  zu aktivieren. Mögliche Ansätze 
hierfür sind beispielsweise die Anwendung geringerer Vektordosen, der Einsatz 
gewebsspezifischer oder regulierbarer Promotoren, und/oder ein kombinierter Gentransfer mit 
Genen, die nachweislich Hypertrophie und Osteogenese reduzieren (z.B. FGF-2, SOX-trio, 
anti RUNX2 siRNA)4,5,19. Auch weitere Kombinationen mit anderen potentiellen Faktoren 
bieten vor allem für Modelle zur Behandlung von Arthrose interessante Ansätze, um an die 
erhaltenen Ergebnisse anzuknüpfen. Wichtige Kandidaten stellen hierbei Faktoren dar, die 
degenerative und inflammatorische Prozesse unterbinden, wie beispielsweise 
Matrixmetalloproteinase-Inhibitoren oder Interleukin 1 Rezeptorantagonisten3. Zusätzlich sind 
weitere Experimente zur genaueren Aufklärung der Signalwege notwendig, die durch rAAV-
induzierte Überexpression von IGF-I und TGF-β angeregt werden, sowie detaillierte 
Charakterisierungen der einzelnen Zellsubpopulationen des Knochenmarks und der speziellen 
Interaktionsmechanismen des biologischen Milieus mit TGF-β bei der Hypertrophie-Reduktion. 
Hierfür sind beispielsweise FACS Analysen in Planung, die durch Co-Expression bestimmter 
Oberflächenmarker und Typ-II/Typ-I Kollagen den genauen Zelltyp definieren sollen, der für 
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die Expression chondrogener/hypertropher Marker verantwortlich ist. Die Erkenntnisse der 
vorliegenden Arbeit können weiterhin als Basis zur schrittweisen Überführung der Ansätze in 
klinisch relevante Tiermodelle dienen (Abb. 23). Im ersten Schritt bietet sich hierbei eine in situ 
Untersuchung in Knorpelexplantaten mit künstlich hergestellten Defekten an (Abb. 23, 1.). 
Anschließende Studien zur anfänglichen in vivo Überprüfung der Hypothesen können durch 
subkutane Implantation in einem Mausmodell umgesetzt (Abb. 23, 2.) und letztlich in 
orthotope, klinisch relevante Tiermodelle überführt werden (Abb. 23, 3.). Möglichkeiten für 
orthotope Anwendungen bieten sich durch lokale Transplantation der genetisch veränderten 
Proben (isolierte MSZ oder Knochenmark) in konstruierte Knorpeldefekte oder durch 
intraartikuläre Injektion, die zusätzlich auch für Studien zur Behandlung von Arthrose 
angewendet werden kann.  
 
 
  
Abb. 23: Schrittweise Überführung der Ansätze in klinisch relevante Tiermodelle.  
MSZ = Mesenchymale Stammzellen; CD = Chondraler Defekt; OCD = Osteochondraler Defekt; OA = 
(engl.) Osteoarthritis, Arthrose. 
 
 
Kombinationen mit biologischen (engl.) Scaffolds zur Erzeugung von funktionellen (engl.) 
Tissue Engineering Einheiten sind attraktive Ergänzungen für die genannten in vivo 
Anwendungen, wobei sich für Defektmodelle hauptsächlich solide Biomaterialien eignen und 
bei diffusen Schädigungen (Arthrose) vorwiegend spezielle Hydrogele zum Einsatz 
kommen225.  Interessant ist hierbei, dass Biomaterialien auch speziell zu einer kontrollierten 
Abgabe der Genvektoren konstruiert werden können, um negative Aspekte der Vektor-
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vermittelten Gentherapie wie abstoßende Immunreaktionen oder Zugänglichkeitsprobleme 
durch physiologische und/oder zelluläre Schranken226 zu umgehen. Solche Konstrukte können 
entweder durch Vektorbeladung während des Herstellungsprozesses (Verkapselung) oder 
durch Einbringen des Vektors in vorgeformte Trägermaterialien (Immobilisierung) hergestellt 
werden226. Die kontrollierte Abgabe erfolgt über Degradierung der Polymermatrix des 
Biomaterials oder Substrat-vermittelten Vektortransfer, der nur in unmittelbarer Nähe zu den 
immobilisierten Vektorpartikeln stattfinden kann226. Bei der Auswahl der Tiermodelle zur 
orthotopen Überprüfung der Ansätze in translationalen Bereichen kommt es auf mehrere 
wichtige Aspekte an, die von Madry et al. 2015227 ausführlich definiert wurden. Einer der wohl 
wichtigsten Punkte ist die Vergleichbarkeit des anatomischen Aufbaus zwischen Tiermodell 
und Mensch, gleichzeitig spielen aber auch ethische und technische Faktoren eine 
entscheidende Rolle. Kein Tiermodell spiegelt den menschlichen Aufbau des Kniegelenks 
exakt wider, demnach muss für jeden Versuchsansatz durch Abwägen der Vor- und Nachteile 
das passende Versuchstier sorgfältig diskutiert werden. Zur speziellen Untersuchung von 
Knorpeldefekten oder Arthrose eignen sich verschiedene Klein- und Großtiermodelle 
(z.B.  Mäuse, Ratten, Kaninchen, Hunde, Minischweine, Schafe, Ziegen und Pferde227), bei 
denen vor allem Knorpeldicke, -mikrostruktur und -zellularität eine Rolle spielen227. Innerhalb 
dieser Arbeitsgruppe wurden bisher hauptsächlich Untersuchungen an Kaninchen222,224,228 und 
Schafen229,230 durchgeführt, neuste Studien befassen sich jedoch auch mit der 
Knorpelreparatur von Minischweinen (Daten noch nicht veröffentlicht). Zur künstlichen 
Erzeugung der Knorpelverletzungen in solchen Tiermodellen stehen mehrere Möglichkeiten 
zur Verfügung: Fokale Defekte werden hauptsächlich durch Pridie-Bohrung, 
Mikrofrakturierung oder Abrasion verursacht227, zur Induktion von Arthrose werden entweder 
chirurgische (z.B. durch Meniskusrisse oder Durchtrennung des vorderen Kreuzbands  = 
(engl.) Anterior Crucial Ligament Transection - ACLT) oder auch pharmakologische Methoden 
angewendet (z.B. Abtöten der Chondrozyten durch Injektion von Iodessigsäure oder 
Stimulation degenerativer Prozesse durch Chinolon-Antibiotika)231.  
 
Die Anwendung von rAAV Vektoren in in vivo Experimenten bietet bezüglich der Sicherheit 
gegenüber anderen viralen Transfersystemen deutliche Vorteile. Wie bereits erwähnt werden 
die viralen rep und cap Sequenzen im rAAV Herstellungsprozess komplett entfernt, wodurch 
toxische Effekte deutlich verringert werden. Aufgrund der Tatsache, dass rAAV vorwiegend in 
Form von stabilen Episomen im Zellkern vorliegen, besteht zusätzlich ein reduziertes Risiko 
für Insertionsmutagenese. Eine Bildung von neutralisierenden Antikörpern infolge einer rAAV 
Therapie ist aufgrund der hohen AAV Seroprävalenz zwar wahrscheinlich, durch die 
Abwesenheit einer Versorgung mit Blutgefäßen im Knorpelgewebe können jedoch keine 
Immunzellen zur Einleitung von Immunreaktionen in die Defektregionen einwandern.  Eine 
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lokale rAAV Applikation während einer Arthrotomie (versus intraartikuläre Injektion) kann 
immunologische Reaktionen zusätzlich minimieren, weshalb dieses Verfahren in relevanten 
Studien bevorzugt angewendet wird222,223. In keiner der durchgeführten in vivo Studien der 
Arbeitsgruppe wurde bisher eine Immunreaktion auf rAAV Behandlung nachgewiesen. Eine 
Überführung der hier vorgestellten Therapieansätze in in vivo Experimente ist somit auf 
ethischer Ebene bezüglich der Risiken einer Gentherapie unbedenklich.  
  
Von großer Bedeutung sind die Invasivität und das Risiko bei der Entnahme von 
Knochenmark, wodurch der Bedarf an ähnlich ertragreichen, aber weniger invasiven MSZ 
Quellen entsteht. Literaturangaben zufolge stellt in diesem Zusammenhang peripheres Blut 
eine leichter zugängliche und weniger problembehaftete Alternative dar72,232-235. Obwohl der 
Anteil an mesenchymalen Stammzellen im Blut (engl.: ‚Peripheral Blood‘ MSZ – PB-MSZ) 
noch deutlich geringer als im Knochenmark ist (~ 0,0002%72) und die Extraktion kein leichtes 
Verfahren darstellt, konnte bereits in mehreren Spezies eine erfolgreiche Isolation 
nachgewiesen235-239 und in die Klinik überführt werden240-242. Basierend auf den Erkenntnissen 
der vorliegenden Arbeit, dass der Einfluss der biologischen Umgebung von MSZ eine große 
Rolle für die Anwendung im Bereich der Knorpelreparatur spielt und TGF-β als effizienteres 
therapeutisches Gen identifiziert wurde, wurde als weiterführendes Projekt die genetische 
Manipulation vollständiger Blutaspirate mit TGF-β durchgeführt. Erste Ergebnisse zeigten 
(Frisch et al., eingereicht in Stem Cells Transl Med, Stand Juli 2016: in Revision), dass rAAV 
Vektoren im Blut über einen langen Zeitraum (bis zu 63 Tage) erfolgreiche 
Transgenexpression induzieren können, wobei die Anwendung der Vektoren keine 
zytotoxischen Effekte auf die Blutaspirate aufwies. Die TGF-β Überexpression führte weiterhin 
zur Stimulation der proliferativen und chondrogenen Eigenschaften der Proben, jedoch wurden 
in diesem Ansatz zusätzlich Prozesse der Hypertrophie und Osteogenese infolge des 
Gentransfers verstärkt. Diese Erkenntnisse stehen in starkem Kontrast zu den Versuchen mit 
Knochenmarkaspiraten, wo die TGF-β Überexpression zur Reduktion solcher Prozesse führte 
(IV.) Es ist also davon auszugehen, dass die biologische Umgebung des Knochenmarks 
wichtige Faktoren beinhaltet, die für diese Effekte verantwortlich sind und weder in isolierten 
MSZ noch im peripheren Blut vorhanden sind. Eine genaue Analyse der zugrunde liegenden  
Mechanismen und Signalwege ist daher von großer Bedeutung.  
 
Zusammenfassend liefert die vorliegende Arbeit vielversprechende Einblicke in 
experimentelle Grundlagen der Knorpelreparatur. Sie bietet durch den therapeutischen 
Ansatz eine Basis, auf der viele weiterführende Studien durchgeführt werden können, 
die letztlich zur Verbesserung der vorhandenen Therapieoptionen von 
Knorpelverletzungen beitragen können.  
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Abstract
Introduction: The transplantation of genetically modified progenitor cells such as bone marrow-derived mesenchymal
stem cells (MSCs) is an attractive strategy to improve the natural healing of articular cartilage defects. In the present
study, we examined the potential benefits of sustained overexpression of the mitogenic and pro-anabolic insulin-like
growth factor I (IGF-I) via gene transfer upon the biological activities of human MSCs (hMSCs).
Methods: Recombinant adeno-associated vectors (rAAV) were used to deliver a human IGF-I coding sequence in
undifferentiated and chondrogenically-induced primary hMSCs in order to determine the efficacy and duration of
transgene expression and the subsequent effects of the genetic modification upon the chondrogenic versus osteogenic
differentiation profiles of the cells relative to control (lacZ) treatment after 21 days in vitro.
Results: Significant and prolonged expression of IGF-I was evidenced in undifferentiated and most importantly in
chondrogenically-induced hMSCs transduced with the candidate rAAV-hIGF-I vector for up to 21 days, leading to
enhanced proliferative, biosynthetic, and chondrogenic activities compared with rAAV-lacZ treatment. Overexpression
of IGF-I as achieved in the conditions applied here also increased the expression of hypertrophic and osteogenic
markers in the treated cells.
Conclusions: These results suggest that a tight regulation of rAAV expression may be necessary for further translation
of the approach in clinically relevant animal models in vivo. However, the current findings support the concept of using
this type of vector as an effective tool to treat articular cartilage defects via gene- and stem cell-based procedures.
Introduction
Injured adult articular cartilage, the tissue that allows for
smooth gliding and weight bearing on articulating sur-
faces, does not heal effectively by itself [1]. Due to its
aneural and avascular nature and in the absence of lymph-
atic drainage, the articular cartilage does not have access
to reparative cells that are potentially brought into nearly
all other tissues in response to injury. Lesions such as
those resulting from acute trauma or degenerative osteo-
arthritis become persistent and progress over time [1,2].
Hyaline cartilage is formed by chondrocytes surrounded
by a dense network of extracellular matrix composed of
proteoglycans bound to 70 to 80% water and type II colla-
gen and other molecules (type IX, type XI, type VI, and
type XIV collagen, cartilage oligomeric matrix protein, link
protein, decorin, fibromodulin, fibronectin, tenascin). Des-
pite the availability of various pharmacological treatments
and surgical interventions, reproduction of the native
organization and activities in injured cartilage remains
problematic [3-6] because such options promote mostly
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the appearance of a fibrocartilaginous repair tissue con-
sisting of type I collagen that does not integrate well with
the surrounding cartilage and poorly withstands mechan-
ical stress [1,6-8].
Large efforts have been made to overcome these diffi-
culties, and the concept of treating cartilage lesions by
stem cell-based therapy became an important focus of
experimental and clinical research for cartilage repair 
taking advantage of the chondrogenic differentiation
potential and regenerative properties of such cells, in-
cluding bone marrow-derived mesenchymal stem cells
(MSCs) [9-13]. Important limitations still hinder the use
of MSCs in patients, including the large amounts of
cells required for application in vivo and the age-related
decline in lifespan, proliferation, and potency [14-17].
Gene delivery approaches offer strong tools to optimize
the use of human bone marrow-derived mesenchymal
stem cells (hMSCs) for cartilage repair purposes. Vari-
ous therapeutic candidate sequences have been reported
for their effects upon the chondrogenic differentiation
of such cells, among which are cartilage oligomeric matrix
protein [18], transforming growth factor beta (TGFβ)
[19-21], bone morphogenetic proteins [21-23], basic fibro-
blast growth factor (FGF-2) [24], Indian hedgehog [21],
human telomerase alone [25,26] or combined with a small
interfering RNA against p53 [27], the specific transcription
factors of the SOX family alone [28-33] or combined with
an anti-Runx2/Cbfa1 small interfering RNA [34], or the
zinc-finger protein 145 [35]. Most of these studies, how-
ever, focused on the use of gene transfer vectors with rela-
tively low or short-term efficiencies (nonviral vectors,
adenoviral vectors) [18,19,21-23,28-31,33,34] or on con-
structs carrying the risk of insertional mutagenesis (retro-
viral vectors, lentiviral vectors) [25-27,35].
Recombinant adeno-associated virus (rAAV) vectors
emerged instead as more advantageous gene vehicles
because they are less toxic and immunogenic due to
complete removal of the adeno-associated viral vector
coding sequences while allowing for very high and per-
sistent levels of transgene expression in hMSCs by main-
tenance of the sequences delivered mostly under the
form of stable episomes, without impairment of the dif-
ferentiation potential [20,24,32]. Genetic modification of
hMSCs via rAAV has so far been performed to deliver
various therapeutic candidates including TGFβ [20],
FGF-2 [24], and SOX9 [32], but little is known about
the effects of applying insulin-like growth factor I (IGF-I)
via rAAV in this clinically relevant population of regen-
erative cells. In the present study, we also focused on
this particular growth factor in light of our previous
work showing the benefits of overexpressing IGF-I via
rAAV upon the remodeling of human osteoarthritic
cartilage by activation of the anabolic and proliferative
processes in damaged chondrocytes in situ [36]. Our
results demonstrate  for the first time, to our best
knowledge  that chondrogenic differentiation of hMSCs
can be enhanced by treatment with IGF-I, specifically
when overexpressing the factor via rAAV gene transfer
possibly due to the high and prolonged levels of transgene
expression achieved with this class of vector compared
with other less efficient gene delivery systems. Yet treat-
ment with the current IGF-I candidate vector also led to
an increased expression of hypertrophic and osteogenic
markers, so tight regulation of IGF-I expression via rAAV
will be critical to achieve an optimized stem cell-based,
rAAV-human insulin-like growth factor I (hIGF-I)-medi-
ated approach to treat articular cartilage defects in vivo.
Methods
Reagents
Reagents were obtained from Sigma (Munich, Germany)
unless otherwise indicated. Recombinant FGF-2 and
TGFβ3 were purchased from Peprotech (Hamburg,
Germany). The dimethylmethylene blue dye was from
Serva (Heidelberg, Germany). The anti-IGF-I (AF-291-
NA) antibody was from R&D Systems (Wiesbaden-
Nordenstadt, Germany), the anti-type-II collagen (II-II6B3)
antibody from the NIH Hybridoma Bank (University of
Iowa, Ames, IO, USA), the anti-type-I (AF-5610) anti-
body from Acris (Hiddenhausen, Germany), the anti-
bromodeoxyuridine (BrdU; BU-33) and anti-type X
collagen (COL-10) antibodies from Sigma, and the anti-
SOX9 (C-20), anti-CD34 (C-18), anti-CD71 (C-20), and
anti-CD105 (T-20) antibodies from Santa Cruz Biotech-
nology (Heidelberg, Germany). Biotinylated secondary
antibodies and ABC reagent were obtained from Vector
Laboratories (Alexis Deutschland GmbH, Grünberg,
Germany). The IGF-I enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) (hIGF-I Quantikine ELISA) was from R&D
Systems, the type II and type I collagen ELISAs (Arthrogen-
CIA Capture ELISA Kit) from Chondrex (Redmond, WA,
USA), and the type X collagen ELISA from Antibodies-
online GmbH (Aachen, Germany). The Cell Prolifera-
tion reagent WST-1 was from Roche Applied Science
(Mannheim, Germany) and the alkaline phosphatase
(ALP) staining kit was from Sigma.
Cell culture
Bone marrow aspirates (~15 ml) were obtained from the
distal femurs of patients undergoing total knee arthro-
plasty (n = 26). The study was approved by the Ethics
Committee of the Saarland Physicians Council. All pa-
tients provided informed consent before inclusion in the
study and all procedures were in accordance with the
Helsinki Declaration. The hMSCs were isolated and ex-
panded in culture using standard protocols [24,32].
Briefly, aspirates were washed in Dulbeccos modified
Eagles medium (DMEM), centrifuged, and the pellet
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was resuspended in Red Blood Cell Lysing Buffer (Sigma)
in DMEM (1:1). The resulting fraction was washed, pel-
leted, and resuspended in DMEM containing 10% fetal
bovine serum with penicillin (100 U/ml)/streptomycin
(100 μl/ml) (growth medium). Cells were plated in T75
flasks and maintained at 37°C in a humidified atmosphere
with 5% carbon dioxide. The medium was exchanged after
24 hours and every 2 to 3 days thereafter using growth
medium with recombinant FGF-2 (1 ng/ml). The cells
were detached and replated for further experiments at
appropriate densities. The hMSCs were analyzed with
flow cytometry for expression of stem-cell surface
markers (CD71+, CD105+, CD34−). All experiments were
performed with cells at no more than passage two.
Plasmids and recombinant adeno-associated virus vectors
The constructs were all derived from the same parental
adeno-associated vector-2 genomic clone, pSSV9 [37,38].
rAAV-lacZ carries the lacZ gene encoding Escherichia
coli β-galactosidase and rAAV-hIGF-I carries a 536 base
pair hIGF-I cDNA fragment [36], both under the con-
trol of the cytomegalovirus immediate-early promoter
[24,32,36]. rAAV vectors were packaged as conventional
(not self-complementary) vectors in the 293 adenovirus-
transformed embryonic kidney cell line, using Adenovirus
5 to provide helper functions in combination with the
pAd8 helper plasmid as described previously [24,32,36].
Purification, dialysis, and titration of the vectors by
real-time polymerase chain reaction (PCR) were per-
formed as described previously [24,32,36], averaging 1010
transgene copies/ml (ratio virus particles to functional
vectors = 500/1).
Recombinant adeno-associated virus-mediated gene
transfer
Monolayer cultures of undifferentiated hMSCs (2 × 104
cells) were transduced with rAAV (20 μl vector; that is,
4 × 105 functional recombinant viral particles or multi-
plicity of infection (MOI) = 20) and kept in growth
medium for up to 21 days [24,32]. The hMSC aggregate
cultures (2 × 105 cells) were prepared and kept in defined
chondrogenic medium (high-glucose DMEM 4.5 g/l, peni-
cillin/streptomycin, 6.25 μg/ml insulin, 6.25 μg/ml trans-
ferrin, 6.25 μg/ml selenous acid, 5.35 μg/ml linoleic acid,
1.25 μg/ml bovine serum albumin, 1 mM sodium pyru-
vate, 37.5 μg/ml ascorbate 2-phosphate, 10−7 M dexa-
methasone, 10 ng/ml TGFβ3) for transduction (or not)
with rAAV (40 μl vector; that is, 8 × 105 functional re-
combinant viral particles or MOI = 4) over a period of
21 days [24,32]. For osteogenic and adipogenic differen-
tiation, hMSCs in monolayer cultures (105 cells) were
transduced with rAAV (40 μl vector; that is, 8 × 105
functional recombinant viral particles or MOI = 8) and in-
duced toward osteogenic differentiation using the StemPro
Osteogenesis Differentiation kit or toward adipogenic dif-
ferentiation using the StemPro Adipogenesis Differenti-
ation kit (both from Life Technologies GmbH, Darmstadt,
Germany) [32].
Transgene expression
To assess IGF-I secretion, samples were washed twice and
placed for 24 hours in serum-free medium. Supernatants
were collected at the denoted time points and centrifuged
to remove debris, and IGF-I production was measured
by ELISA [36]. Quantitative measurements were per-
formed on a GENios spectrophotometer/fluorometer
(Tecan, Crailsheim, Germany). Transgene expression
was also monitored by immunocytochemical and im-
munohistochemical analyses using a specific primary
antibody [24,32,36].
Biochemical assays
Cultures were harvested and aggregates were digested
with papain [24,32]. Cell proliferation was assessed
with the Cell Proliferation reagent WST-1, with optical
density proportional to the cell numbers [24,32,36],
and by immunolabeling following BrdU incorporation
(3 μg/ml for 24 hours) [36]. The DNA and proteoglycan
contents were determined with a fluorimetric assay
using Hoechst 22358 and by binding to dimethylmethy-
lene blue dye, respectively [24,32,36]. Analysis of the
type II, type I, and type X collagen contents was per-
formed by respective ELISAs [24,32,36]. Data were nor-
malized to total cellular proteins using a protein assay
(Pierce Thermo Scientific, Fisher Scientific, Schwerte,
Germany). All measurements were performed on a GENios
spectrophotometer/fluorometer (Tecan).
Histological, immunocytochemical, and
immunohistochemical analyses
Monolayer and aggregate cultures were harvested and
fixed in 4% formalin. Aggregates were further dehydrated
in graded alcohols, embedded in paraffin, and sectioned
(3 μm). Sections were stained with hematoxylin and eosin
(cellularity), toluidine blue (matrix proteoglycans), and ali-
zarin red (matrix mineralization) as described previously
[24,32]. Expression of SOX9, type II, type I, and type X
collagen was detected by immunohistochemistry using
specific primary antibodies, biotinylated secondary anti-
bodies, and the ABC method with diaminobenzidine as
the chromogen [24,32]. Samples were also tested for trans-
gene (IGF-I) expression and BrdU incorporation using
specific primary antibodies. To control for secondary im-
munoglobulins, sections were processed with omission
of the primary antibody. Osteogenically induced cultures
were stained for ALP activity and adipogenically differ-
entiated cultures were stained with Oil Red O to detect
intracellular lipid droplets [32]. Samples were examined
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under light microscopy (Olympus BX 45; Olympus,
Hamburg, Germany).
Histomorphometry
The transduction efficiencies, the percentage of cells posi-
tive for BrdU uptake and for SOX9 expression, the cell
densities on hematoxylin and eosin-stained sections, the
aggregate diameters, the intensities of toluidine blue and
alizarin red staining and those of type II, type I, and type
X collagen immunostaining (all in pixels per standardized
area) were measured at three random standardized sites
or using 10 serial histologic and immunohistochemical
sections for each parameter, test, and replicate condi-
tion using the SIS analySIS program (Olympus), Adobe
Photoshop (Adobe Systems, Unterschleissheim, Germany),
and Scion Image (Scion Corporation, Frederick, MD, USA)
[24,32]. The percentages of areas stained for ALP or Oil
Red O were calculated as being the ratios of positively
stained surface to the total surface evaluated [32]. The
ALP and Oil red O staining intensities were measured
in pixels per standardized area [32].
Real-time reverse transcription polymerase chain reaction
analyses
Total cellular RNA was extracted from the cultures
using the RNeasy Protect Mini Kit with an on-column
RNase-free DNase treatment (Qiagen, Hilden, Germany).
RNA was eluted in 30 μl RNase-free water. Reverse tran-
scription was carried out with 8 μl eluate using the 1st
Strand cDNA Synthesis kit for RT-PCR (AMV; Roche Ap-
plied Science). An aliquot of the cDNA product (2 μl) was
amplified with real-time PCR using the Brilliant SYBR
Green QPCR Master Mix (Stratagene, Agilent Technolo-
gies, Waldbronn, Germany) on an Mx3000P QPCR oper-
ator system (Stratagene) as follows: initial incubation (95°C,
10 minutes), amplification for 55 cycles (denaturation at
95°C, 30 seconds; annealing at 55°C, 1 minute; extension at
72°C, 30 seconds), denaturation (95°C, 1 minute), and final
incubation (55°C, 30 seconds). The primers (Invitrogen,
Darmstadt, Germany) used were SOX9 (chondrogenic
marker) (forward, 5-ACACACAGCTCACTCGACCTTG-3;
reverse, 5-GGGAATTCTGGTTGGTCCTCT-3), type II
collagen (COL2A1; chondrogenic marker) (forward, 5-
GGACTTTTCTCCCCTCTCT-3; reverse, 5-GACCCGA
AGGTCTTACAGGA-3), type I collagen (COL1A1; osteo-
genic marker) (forward, 5-ACGTCCTGGTGAAGTTGG
TC-3; reverse, 5-ACCAGGGAAGCCTCTCTCTC-3),
type X collagen (COL10A1; marker of hypertrophy)
(forward, 5-CCCTCTTGTTAGTGCCAACC-3; reverse,
5-AGATTCCAGTCCTTGGGTCA-3), matrix metallo-
proteinase 13 (MMP13; marker of terminal differentiation)
(forward, 5-AATTTTCACTTTTGGCAATGA-3; reverse,
5-CAAATAATTTATGAAAAAGGGATGC-3), runt-related
transcription factor 2 (RUNX2; osteogenic marker) (forward,
5-GCAGTTCCCAAGCATTTCAT-3; reverse, 5-CACT
CTGGCTTTGGGAAGAG-3), ALP (osteogenic marker)
(forward, 5-TGGAGCTTCAGAAGCTCAACACCA-3;
reverse, 5-ATCTCGTTGTCTGAGTACCAGTCC-3),
β-catenin (mediator of the Wnt signaling pathway for
osteoblast lineage differentiation) (forward, 5-CAAGT
GGGTGGTATAGAGG-3; reverse, 5-GCGGGACAAAG
GGCAAGA-3), and glyceraldehyde-3-phosphate dehydro-
genase (housekeeping gene and internal control) (forward,
5-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3; reverse, 5-GAAG
ATGGTGATGGGATTTC-3) (all 150 nM final concen-
tration) [24,32]. Control conditions included reactions
using water and nonreverse-transcribed mRNA. Specificity
of the products was confirmed by melting curve analysis
and agarose gel electrophoresis. The threshold cycle (Ct)
value for each gene of interest was measured for each amp-
lified sample using MxPro QPCR software (Stratagene),
and values were normalized to glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase expression by using the 2ΔΔCt method,
as described previously [24,32].
Statistical analyses
Each treatment condition was performed in triplicate in
three independent experiments for each patient. Data
are expressed as the mean ± standard deviation of separate
experiments. The t test and the MannWhitney rank-sum
test were used where appropriate. P < 0.05 was considered
statistically significant.
Results
Sustained expression of IGF-I in undifferentiated hMSCs
via rAAV gene transfer
hMSCs were first transduced with the candidate rAAV-
hIGF-I vector in undifferentiated monolayer cultures com-
pared with a control condition (application of a reporter
rAAV-lacZ gene vector) [24,32] to examine the ability of
rAAV to mediate overexpression of the growth factor over
time in these cells in vitro at an undifferentiated stage. Sus-
tained, intense immunoreactivity to IGF-I was detected in
cells transduced with rAAV-hIGF-I compared with the con-
trol treatment after 5 days (data not shown) and for up
to 21 days, with transduction efficiencies of 76 to 84%
(Figure 1A). This finding was corroborated by an analysis
of the IGF-I production levels in IGF-I-transduced cells
(1.2 ± 0.2 vs. 0.3 ± 0.1 ng/ml/24 hours in lacZ-treated cells
on day 14, and 2.9 ± 0.4 vs. 0.8 ± 0.2 ng/ml/24 hours on day
21; an up to fourfold difference, always P ≤ 0.001) (Figure 1A).
Effects of rAAV-hIGF-I transduction on the biological
activities of undifferentiated hMSCs
The candidate rAAV-hIGF-I vector was next applied to un-
differentiated monolayer cultures of hMSCs to investigate
the effects of IGF-I treatment on the biological activities
of the cells (proliferation, matrix synthesis) compared with
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control lacZ treatment. Immunodetection of BrdU incorp-
oration in transduced cells revealed significantly increased
levels of proliferation mediated by rAAV-hIGF-I compared
with rAAV-lacZ (82 to 93% vs. ≤9% BrdU+ cells on day 21;
up to 10.3-fold difference, P ≤ 0.001) (Figure 1B). These re-
sults were corroborated by the results of a WST-1 assay
(~0.313 and 0.110 optical density at 450 nm in IGF-I-
treated vs. lacZ-treated cells on day 21; 2.8-fold difference,
P ≤ 0.001) (Figure 1B) and when monitoring the DNA
contents in the cultures (53.9 ± 2.3 and 30.6 ± 1.8 μg/mg
total proteins in IGF-I-treated vs. lacZ-treated cells on day
21; 1.8-fold difference, P ≤ 0.001) (Figure 1B). Further ana-
lyses also revealed that application of rAAV-hIGF-I signifi-
cantly increased the proteoglycan contents in the cultures
at the end of the evaluation period compared with lacZ
treatment (25.7 ± 2.3 vs. 14.1 ± 1.7 μg/mg total proteins on
day 21; 1.8-fold difference, P ≤ 0.001) (Figure 1C).
Prolonged rAAV-mediated IGF-I expression in
chondrogenically differentiated hMSCs
hMSCs were then transduced with rAAV-hIGF-I in chon-
drogenically induced aggregate cultures [10,12,13], again
using rAAV-lacZ as a control condition because rAAV
does not impair the potency of these cells [20,24,32,39], in
order to evaluate the ability of the candidate vector to pro-
mote the expression of IGF-I over time in cells committed
toward the chondrocyte phenotype, with a focus on day
21 where chondrogenesis is known to occur [10,12,13].
In agreement with the findings in monolayer cultures,
a strong, durable signal specific for the growth factor
was detected by immunohistochemistry in cells trans-
duced with rAAV-hIGF-I compared with lacZ for up to
21 days, with transduction efficiencies of 74 to 81%
(Figure 2A). This result was also substantiated by an
analysis of the IGF-I production levels in IGF-I-
transduced cells (44.5 ± 2.3 vs. 2.1 ± 0.4 pg/ml/24 hours
in lacZ-treated aggregates or 1.9 ± 0.2 pg/ml/24 hours
in untreated aggregates on day 21; 21.2-fold to 23.4-fold
difference, P ≤ 0.001, while there was no difference be-
tween controls, P = 0.130) (Figure 2A).
Effects of rAAV-hIGF-I treatment on the biological activities
and differentiation potential of chondrogenically
induced hMSCs
Cells were next transduced with rAAV-hIGF-I and in-
duced in aggregate cultures toward chondrogenesis in
order to examine the effects of IGF-I treatment upon
the biological activities and chondrogenic differenti-
ation potential of the cells versus the lacZ control con-
dition. As we and others clearly reported previously that
rAAV gene transfer does not impair the potency of
hMSCs [20,24,32,39], we did not further include a con-
dition without vector treatment. Immunodetection of
BrdU incorporation in IGF-I-transduced cells revealed
significantly increased levels of proliferation compared
with lacZ (87 to 94% vs. ≤11% BrdU+ cells on day 21; up
Figure 1 Recombinant adeno-associated virus-mediated IGF-I gene transfer in undifferentiated monolayer cultures of human bone
marrow-derived mesenchymal stem cells. Cells were transduced with rAAV-hIGF-I or rAAV-lacZ (20 μl each vector) as described in Methods
and histologically processed after 21 days to monitor (A) transgene (insulin-like growth factor I) expression by immunocytochemical analysis
and enzyme-linked immunosorbent assay, (B) levels of cell proliferation by immunocytochemical detection of bromodeoxyuridine (BrdU)
incorporation and histomorphometry, by WST-1 assay, and by detection of the DNA contents, and (C) levels of proteoglycan synthesis
(magnification × 4). *Statistically significant compared with rAAV-lacZ. hIGF-I, human insulin-like growth factor I; OD, optical density;
rAAV, recombinant adeno-associated virus.
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to 8.5-fold difference, P ≤ 0.001) (Figure 2B). These re-
sults were confirmed by an analysis of the cell densities
on hematoxylin and eosin-stained sections from aggre-
gates (4,220 ± 254 vs. 1,050 ± 187 cells/mm2 on day 21;
fourfold difference, P ≤ 0.001) (Figure 2C), by the results
of a WST-1 assay (~0.231 and 0.182 optical density at
450 nm in IGF-I-treated vs. lacZ-treated aggregates on
day 21; 1.3-fold difference, P ≤ 0.001) (Figure 2D), or
when monitoring the DNA contents in the cultures (9.2 ±
1.4 and 5.2 ± 0.7 ng/mg total proteins in IGF-I-treated
vs. lacZ-treated aggregates on day 21; 1.8-fold differ-
ence, P ≤ 0.001) (Figure 2D). Also of note, application of
the IGF-I vector significantly increased the diameters of
the aggregates at the end of the period of evaluation
compared with lacZ transduction (1,044 ± 190 vs. 822 ±
244 μm; 1.3-fold difference, P = 0.021) (Figure 2C).
When samples were processed to monitor the meta-
bolic and differentiation activities of hMSCs, successful
chondrogenesis was noted on histological sections of ag-
gregates as evidenced by toluidine blue staining and type
II collagen deposition, revealing more intense staining
when the IGF-I vector was applied (1,657 ± 22 vs. 181 ±
8 and 405 ± 12 vs. 83 ± 4 pixels of toluidine blue staining
and type II collagen immunostaining, respectively, in
IGF-I-treated vs. lacZ-treated aggregates on day 21; up
to 9.2-fold difference, always P ≤ 0.001) (Figure 3A,C).
These results were substantiated by an evaluation of the
proteoglycan and type II collagen contents in the aggre-
gates (283.5 ± 10.5 and 64.5 ± 7.8 μg proteoglycans/mg
total proteins and 12.7 ± 2.2 and 5.9 ± 1.9 μg type II col-
lagen/mg total proteins in IGF-I-treated vs. lacZ-treated
aggregates on day 21; up to 4.4-fold difference, always
P ≤ 0.001) (Figure 3A,C), possibly due to an increase in
SOX9 expression promoted by IGF-I gene transfer (98 ±
1% vs. 41 ± 2% of SOX9+ cells, respectively, in IGF-I-
treated vs. lacZ-treated aggregates on day 21; 2.4-fold
Figure 2 Recombinant adeno-associated virus-mediated IGF-I gene transfer in chondrogenically induced cultures of human bone
marrow-derived mesenchymal stem cells. Human bone marrow-derived mesenchymal stem cell aggregates were transduced with rAAV-hIGF-I
or rAAV-lacZ (40 μl each vector) as described in Methods and were histologically processed after 21 days to monitor (A) transgene (insulin-like
growth factor I) expression by immunohistochemical analysis (magnification × 20) and enzyme-linked immunosorbent assay, and the levels of cell
proliferation by immunohistochemical detection of bromodeoxyuridine (BrdU) incorporation and histomorphometry (B) (magnification × 10), by
hematoxylin and eosin staining and histomorphometry (C) (magnification × 4), or by biochemical assays (WST-1 assay and detection of the DNA
contents) (D). *Statistically significant compared with rAAV-lacZ. hIGF-I, human insulin-like growth factor I; OD, optical density; rAAV, recombinant
adeno-associated virus.
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difference, P ≤ 0.001) (Figure 3B). An analysis of the gene
expression profiles by real-time reverse transcription
(RT)-PCR further confirmed these findings (9.1-fold and
2.8-fold higher SOX9 and COL2A1 expression levels, re-
spectively, in IGF-I-treated vs. lacZ-treated aggregates,
always P ≤ 0.001) (Figure 4).
Interestingly, administration of the IGF-I vector com-
pared with lacZ led to increases in the intensity of type
I and type X collagen immunostaining and of alizarin
red staining (60 ± 2 vs. 43 ± 2, 62 ± 3 vs. 49 ± 2, and 56 ±
2 vs. 42 ± 2 pixels of type I and type X collagen immu-
nostaining and alizarin red staining, respectively, in
IGF-I-treated vs. lacZ-treated aggregates on day 21; up
to 1.4-fold difference, always P ≤ 0.001) (Figure 5A,B,C).
These findings were corroborated by an evaluation of
the type I and type X collagen contents in the aggregates
(36.3 ± 2.9 and 22.8 ± 2.7 μg type I collagen/mg total
proteins and 1.2 ± 0.1 and 0.8 ± 0.1 ng type X collagen/
mg total proteins in IGF-I-treated vs. lacZ-treated cells
on day 21; up to 1.6-fold difference, always P ≤ 0.001)
(Figure 5A,B) and by real-time RT-PCR analysis (1.4-fold
and 2.2-fold higher COL1A1 and COL10A1 expression
levels, respectively, in IGF-I-treated vs. lacZ-treated
aggregates; always P ≤ 0.001) (Figure 4). Of further note,
such an analysis also revealed enhanced expression
profiles for MMP13, RUNX2, ALP, and β-catenin upon
IGF-I gene transfer compared with lacZ (6.1-fold, 2.5-
fold, 3.6-fold, 1.9-fold, and 1.9-fold, respectively; always
P ≤ 0.001) (Figure 4).
Effects of rAAV-hIGF-I treatment on the osteogenic and
adipogenic differentiation potential of hMSCs
The candidate IGF-I vector was next provided to osteo-
genically and adipogenically differentiated hMSCs over
time to estimate further the effects of the growth factor
via rAAV application on the potential for osteogenic and
adipogenic differentiation of the cells compared with
control lacZ treatment. Successful osteogenic differenti-
ation was noted in the induced cultures as evidenced by
ALP staining (Figure 6A). Notably, application of rAAV-
hIGF-I significantly increased the percentage of stained
areas as well as the intensities of staining after 21 days
compared with lacZ condition (62 ± 1% vs. 22 ± 2% and
1.773 ± 0.017 vs. 1.678 ± 0.009 × 106 pixels/mm2, respect-
ively; up to 1.1-fold difference, always P ≤ 0.001) (Figure 6A).
Successful adipogenic differentiation was also achieved
in the induced cultures as seen by the accumulation of
lipid droplets after staining with Oil Red O (Figure 6B).
Figure 3 Metabolic and differentiation activities in chondrogenically induced cultures of human bone marrow-derived mesenchymal
stem cells transduced with rAAV-hIGF-I. Human bone marrow-derived mesenchymal stem cell aggregates were transduced with rAAV-hIGF-I
or rAAV-lacZ as described in Figure 2 and histologically processed after 21 days to evaluate the production of matrix proteoglycans (toluidine blue
staining with histomorphometry and detection of the proteoglycan contents) (A) and the expression of SOX9 with histomorphometry (B) and
type II collagen (specific immunodetection with histomorphometry and detection of the type II collagen contents) (C) (all at magnification × 4).
*Statistically significant compared with rAAV-lacZ. hIGF-I, human insulin-like growth factor I; rAAV, recombinant adeno-associated virus.
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Interestingly, while there was no significant difference
between the percentages of stained areas on day 21 be-
tween IGF-I-treated and lacZ-treated samples (75 ± 1%
and 74 ± 1%, P = 0.215), the intensities of staining were
significantly higher when the rAAV-hIGF-I was applied
(1.110 ± 0.001 vs. 1.009 ± 0.002 × 106 pixels/mm2; 1.1-fold
difference, P ≤ 0.001) (Figure 6B).
Discussion
The concept of transplanting progenitor cells such as
MSCs in articular cartilage defects is a promising ap-
proach to enhance the intrinsic healing capacities of this
particular tissue [40-42] and is already a clinical reality
employed to treat patients [11]. Yet the production of an
original, hyaline cartilage tissue has never be reported in
any of the lesions so far treated with stem cells, leading
instead to the formation of a fibrocartilage with poor
biomechanical properties, showing the need for im-
proved procedures. In this regard, the genetic manipula-
tion of MSCs is an attractive approach to address such
an issue by improving their potentiality for enhanced
cartilage repair processes upon transplantation in the de-
fects. Here, we focused on delivering a candidate se-
quence coding for the anabolic and mitogenic IGF-I
factor by transduction with rAAV, one of the safest and
most effective gene vehicles available to date for human
gene therapy, in light of our previous work showing that
such a construct allows for stable reconstruction of hu-
man osteoarthritic cartilage in situ [36].
Our data first demonstrate that highly effective and pro-
longed expression of IGF-I can be achieved upon rAAV
transduction in hMSCs using undifferentiated and chon-
drogenically induced cultures for at least 21 days (the lon-
gest time point evaluated), with transduction efficiencies
reaching up to 84%, all in good agreement with previous
findings using the same vector to target articular chondro-
cytes [36] or when applying other rAAV to this cell type
[20,24,32,39], probably due to the good persistence of
rAAV transgenes in their targets [43]. The levels achieved
here in hMSC aggregates with rAAV were 44.5 pg IGF-I/
ml/24 hours after 21 days of culture, while higher but
only very short-term production has been reported upon
transduction with IGF-I adenoviral vectors (from 75 to
30 ng/ml in hMSCs between days 3 and 7, and of 50 to
80 ng/ml for only 3 days in animal cells, with undetectable
expression levels beyond these time points) [19,44,45].
This is probably due to the much higher MOIs applied in
these previous studies (MOI = 100 to 250) whereas we
used much lower rAAV MOIs (MOI = 4, 25-fold to 63-
fold less vector) in a similar three-dimensional envir-
onment, all in good agreement with the properties of
each class of vector [46,47].
The data further indicate that IGF-I overexpression
using rAAV in the conditions applied here was capable
of stimulating both the proliferative and anabolic activities
of hMSCs in undifferentiated monolayer cultures over a
prolonged period of time (21 days), probably due to the
sustained levels of IGF-I expression achieved with this
stable class of gene transfer vector, all in good agreement
with the properties of the growth factor [36,48,49]. Most
remarkably, treatment with the current rAAV IGF-I con-
struct also allowed one to enhance the differentiation of
these cells in chondrogenically induced aggregate cultures
compared with the control (lacZ) treatment, as noted by
the increased expression levels and deposition of proteo-
glycans and type II collagen. These results are in marked
contrast with previous findings from different groups who
reported that application of IGF-I to MSCs via gene trans-
fer was not capable of inducing such processes in similar
culture conditions [19,44,45]. It is important to mention
that all these earlier studies focused on the use of much
less efficient adenoviral vectors that allowed only for very
short-term transgene expression (not beyond a week),
while we evidenced a prolonged production of IGF-I with
rAAV over the whole period of evaluation (21 days).
Figure 4 Expression analyses in chondrogenically induced
cultures of human bone marrow-derived mesenchymal stem
cells transduced with rAAV-hIGF-I. Human bone marrow-derived
mesenchymal stem cell aggregates were transduced with rAAV-hIGF-I
or rAAV-lacZ as described in Figure 2 and processed on day 21 for
gene expression analysis by real-time reverse transcription-polymerase
chain reaction amplification after total cellular RNA extraction and
cDNA synthesis, as described in Methods. The genes analyzed
included the transcription factor SOX9, type II, type I, and type X
collagen (COL2A1, COL1A1, COL10A1), matrix metalloproteinase
13 (MMP13), the transcription factor RUNX2, alkaline phosphatase
(ALP), and β-catenin, with glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) serving as a housekeeping gene and internal control
(primers are listed in Methods). Threshold cycle (Ct) values were
obtained for each target and GAPDH as a control for normalization,
and fold inductions (relative to lacZ-treated aggregates) were
measured using the 2–ΔΔCt method. *Statistically significant compared
with rAAV-lacZ. hIGF-I, human insulin-like growth factor I; rAAV,
recombinant adeno-associated virus.
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Figure 5 Hypertrophic differentiation in chondrogenically induced cultures of human bone marrow-derived mesenchymal stem cells
transduced with rAAV-hIGF-I. Human bone marrow-derived mesenchymal stem cell aggregates were transduced with rAAV-hIGF-I or rAAV-lacZ
as described in Figure 2 and histologically processed after 21 days to examine the expression of type I collagen (A) and type X collagen (B) by
immunohistochemistry/histomorphometry and by analysis of the type I collagen (A) and type X collagen (B) contents, and to evaluate matrix
mineralization (alizarin red staining with histomorphometry) (C) (all at magnification × 4). *Statistically significant compared with rAAV-lacZ. hIGF-I,
human insulin-like growth factor I; rAAV, recombinant adeno-associated virus.
Figure 6 Analyses in osteogenically and adipogenically differentiated cultures of human bone marrow-derived mesenchymal
stem cells transduced with rAAV-hIGF-I. Cells in monolayer cultures were transduced with rAAV-hIGF-I or rAAV-lacZ (40 μl each
vector) and induced toward osteogenic or adipogenic differentiation as described in Methods. Cultures were processed on day 21 for
(A) alkaline phosphatase (ALP) staining with histomorphometry (osteogenesis; magnification × 4) and (B) Oil Red O staining with histomorphometry
(adipogenesis; magnification × 10). *Statistically significant compared with rAAV-lacZ. hIGF-I, human insulin-like growth factor I; rAAV, recombinant
adeno-associated virus.
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Moreover, our data are strongly supported by work from
Uebersax and colleagues [50], who showed that the slow,
sustained release of IGF-I from biocompatible scaffolds
can promote the chondrogenic differentiation of hMSCs
over a similar, extended period of time. Of further note,
we observed that rAAV IGF-I gene transfer was capable
of stimulating the expression levels of SOX9, a key
chondrogenic factor for MSC differentiation, as noted
when providing the same vector to human chondrocytes
[36] and in good agreement with previous findings [51],
probably resulting in the enhanced commitment of the
cells toward chondrogenesis compared with control treat-
ment. Interestingly, we noted that administration of rAAV
IGF-I led to the expression of hypertrophic and osteogenic
markers in hMSCs. This was probably a result of the en-
hanced expression levels for MMP13 (marker of terminal
differentiation), RUNX2 (transcription factor control-
ling the osteoblastic expression of COL1, COL10, and
MMP13), ALP (osteogenic marker), and β-catenin (me-
diator of the Wnt pathway for osteogenic differentiation)
in response to IGF-I treatment, concordant with the
osteogenic activities of the growth factor further evi-
denced here and with previous findings [52]. Also of note,
IGF-I gene transfer with rAAV enhanced the adipogenic
differentiation of the cells, again in good agreement with
previous findings [53].
Overall, these results suggest that a tight control of
IGF-I production is a prerequisite for the optimal use of
the current rAAV vector in ongoing, clinically relevant
stem cell-based experimental models of cartilage defects
in vivo [54,55]. A balance of expression that allows one
to produce sufficient levels of IGF-I for chondrogenic
differentiation without activation of premature hyper-
trophic maturation and ossification may be reached by
applying various (lower) vector doses, using lineage-
specific/tissue-specific or regulatable promoters, and/or
by providing additional factors that have the ability to
prevent such undesirable effects. Among them, FGF-2,
the SOX transcription factors, and molecules that may
silence osteogenic pathways such as an anti-Runx2/
Cbfa1 small interfering RNA are potent candidates to
achieve this goal as they have been already reported for
their ability to delay hypertrophic processes in MSCs
[24,29,30,32,34]. In this regard, rAAV vectors are strong
tools that can promote a simultaneous expression of
separate genes in target cells without interference [56].
In conclusion, the present findings show the potential of
using rAAV-mediated gene transfer as a tool for future
stem cell-based approaches to treat articular cartilage
defects.
Conclusions
In summary, our study suggests that the genetic modi-
fication of hMSCs via rAAV for the durable expression
of IGF-I is a strong tool to induce the chondrogenic
commitment of the cells but that a tight regulation of
the production levels will be necessary to adapt the
strategy in experimental settings of articular cartilage
repair to control the premature terminal differentiation of
the cells in vivo.
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Determination of the Chondrogenic Differentiation Processes
in Human Bone Marrow-Derived Mesenchymal Stem Cells
Genetically Modiﬁed to Overexpress Transforming Growth
Factor-b via Recombinant Adeno-Associated Viral Vectors
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Henning Madry,1,2 and Magali Cucchiarini1
Abstract
Genetic modiﬁcation of bone marrow-derived mesenchymal stem cells (MSCs) for use in transplantation
settings may be a valuable strategy to enhance the repair processes in articular cartilage defects. Here, we
evaluated the potential of overexpressing the transforming growth factor (TGF)-b via recombinant adeno-
associated viral (rAAV) vector-mediated gene transfer to promote the chondrogenic differentiation of human
MSCs (hMSCs). A human TGF-b sequence was delivered to undifferentiated and chondrogenically induced
primary hMSCs, using rAAV vectors to test the efﬁcacy and duration of transgene expression and its effects on
the chondrogenic, osteogenic, and adipogenic differentiation patterns of the cells compared with control (lacZ)
treatment after 21 days in vitro. Signiﬁcant, durable TGF-b expression was noted both in undifferentiated and
chondrogenically induced hMSCs transduced with the candidate rAAV-hTGF-b vector for up to 21 days
compared with rAAV-lacZ treatment, allowing for increased proliferative, metabolic, and chondrogenic ac-
tivities via stimulation of the critical SOX9 (SRY [sex-determining region Y]-related HMG [high-mobility
group] box 9) chondrogenic pathway. Overexpression of TGF-b under the conditions applied here also activated
the hypertrophic and osteogenic differentiation processes in the treated cells. Such effects were noted in
association with enhanced levels of b-catenin and Indian hedgehog and decreased parathyroid hormone-related
protein expression. The current ﬁndings show that rAAV vectors provide advantageous vehicles for gene- and
stem cell-based approaches to treat articular cartilage defects, requiring tight regulation of TGF-b expression to
avoid hypertrophy as candidate treatment for future applications in clinically relevant animal models in vivo.
Introduction
Adult articular cartilage is the tissue that allowsfor the gliding and weight-bearing on articular surfaces.
Hyaline articular cartilage is composed of chondrocytes sur-
rounded by an extracellular matrix made of proteoglycans
bound to 70–80% water and type II collagen, with other
molecules (type IX, XI, VI, and XIV collagen; cartilage olig-
omeric matrix protein; link protein; decorin; ﬁbromodulin; ﬁ-
bronectin; and tenascin). In the absence of vascularity and
lymphatic drainage that otherwisemay provide reparative cells
to a site of injury, damaged cartilage such as after acute trauma
or in degenerative osteoarthritis does not fully regenerate, and
the lesions persist and only progress over time (Buckwalter,
1998; O’Driscoll, 1998). Several options are currently em-
ployed to treat those injuries, including pharmacological reg-
imens and surgical interventions, yet full reproduction of an
original structure and functionality in the cartilage remains
challenging (Brittberg et al., 1994; Bentley et al., 2003; Horas
et al., 2003; Knutsen et al., 2004). Most of the therapies
available to date only generate a ﬁbrocartilaginous repair tissue
made of type I instead of type II collagen that does not fully
integrate with the surrounding cartilage and has higher sus-
ceptibility to mechanical stress (Buckwalter, 1998; Hunziker,
2002; Knutsen et al., 2004; Tibesku et al., 2004).
Approaches based on gene and stem cell therapy have
gained increasing attention as they may provide powerful
tools to improve the current treatments for articular cartilage
1Center of Experimental Orthopedics and 2Department of Orthopedic Surgery, Saarland University Medical Center, D-66421 Homburg,
Germany.
HUMAN GENE THERAPY 25:1050–1060 (December 2014)
ª Mary Ann Liebert, Inc.
DOI: 10.1089/hum.2014.091
1050
100
lesions. Progenitor cells such as bone marrow-derived mes-
enchymal stem cells (MSCs) are an advantageous source of
repopulating cells as MSCs have a reliable potential for
chondrogenic differentiation (Mackay et al., 1998; Yoo et al.,
1998; Johnstone and Yoo, 1999; Pittenger et al., 1999) and
show regenerative properties to heal cartilage lesions in pa-
tients (Orth et al., 2014). Still, the use of MSCs in the clinics
is currently hindered by the large amounts of cells needed for
implantation and their age-related decline in life span, pro-
liferation, and potency (Muschler et al., 2001; Mendes et al.,
2002; Murphy et al., 2002; Stenderup et al., 2003). Genetic
modiﬁcation of MSCs has the potential to overcome such
hurdles and various experimental studies showed that appli-
cation of diverse candidate gene sequences such as cartilage
oligomeric matrix protein, bone morphogenetic proteins,
basic ﬁbroblast growth factor (FGF-2), the SOX (SRY [sex-
determining region Y]-related HMG [high-mobility group]
box) family of transcription factors, zinc ﬁnger protein 145
(ZNF145), and Indian hedgehog (Ihh) modulates the chon-
drogenic differentiation pathways in these cells in vitro (Ikeda
et al., 2004; Babister et al., 2008; Steinert et al., 2009, 2012;
Cucchiarini et al., 2011; Kim and Im, 2011; Liu et al., 2011;
Haleem-Smith et al., 2012; Venkatesan et al., 2012; Neu-
mann et al., 2013). Of note, most of these studies were based
on the use of vectors with low or short-term efﬁcacies
(nonviral or adenoviral vectors) (Ikeda et al., 2004; Babister
et al., 2008; Steinert et al., 2009, 2012; Kim and Im, 2011;
Haleem-Smith et al., 2012; Neumann et al., 2013) or with a
risk for insertional mutagenesis (retro-/lentiviral vectors)
(Liu et al., 2011). Vectors derived from recombinant adeno-
associated virus (rAAV), instead, have several advantages
over these other classes of gene vehicles as they are less
toxic and immunogenic while allowing for high and per-
sistent levels of transgene expression in human MSCs
(hMSCs) by maintenance of the transgene mostly under the
form of stable episomes, without altering the differentiation
potential of such cells (Pagnotto et al., 2007; Stender et al.,
2007; Cucchiarini et al., 2011; Venkatesan et al., 2012).
Interestingly, limited information is available on the precise
mechanisms underlying hMSC chondrogenesis on rAAV
gene transfer of transforming growth factor (TGF)-b, one of
the most potent factors for hMSC chondrogenesis. Ito and
colleagues (2004) showed that production of TGF-b in
hMSCs from this class of vectors increased on ultraviolet
light treatment without addressing the issue of cell differ-
entiation, and Pagnotto and colleagues (2007) and Lee and
colleagues (2011) reported stronger expression of cartilage
matrix components with an rAAV TGF-b using commer-
cially available hMSCs at late passages (passage 35 cells)
(Pagnotto et al., 2007) or primary hMSCs embedded in a
ﬁbrin glue scaffold in short-term cultures (less than 1 week)
(Lee et al., 2011), without thoroughly analyzing the path-
ways involved.
The goal of the present study was therefore to expand the
knowledge on the potential application of this key growth
factor to modify primary hMSCs, also in light of our pre-
vious work showing the beneﬁts of overexpressing TGF-b
via rAAV on the remodeling of human osteoarthritic carti-
lage in situ (Venkatesan et al., 2013). Our results demon-
strate that chondrogenic differentiation of hMSCs can be
enhanced by high and prolonged levels of TGF-b over-
expression on rAAV gene transfer via the critical SOX9
chondrogenic pathway. However, as treatment with the
TGF-b vector also led to increased expression of hypertro-
phic and osteogenic markers, together with enhanced levels
of b-catenin and Indian hedgehog and decreased parathyroid
hormone-related protein (PTHrP) expression, regulated ex-
pression of rAAV TGF-b will be a prerequisite to translate
such a gene- and stem cell-based approach in experimental
models of articular cartilage defects in vivo.
Materials and Methods
Reagents
Reagents were from Sigma (Munich, Germany) unless
otherwise indicated. Recombinant FGF-2 (rFGF-2) and
TGF-b3 (rTGF-b3) were purchased from Peprotech (Ham-
burg, Germany). Dimethylmethylene blue dye was from
Serva (Heidelberg, Germany). Anti-TGF-b (V), anti-SOX9
(C-20), anti-CD34 (C-18), anti-CD71 (C-20), anti-CD105
(T-20), and anti-b-catenin (E-5) antibodies were from Santa
Cruz Biotechnology (Heidelberg, Germany). Anti-type II
collagen (II-II6B3) antibody was from the NIH Hybridoma
Bank (University of Iowa, Ames, IA), anti-type I collagen
antibody (AF-5610) was from Acris (Hiddenhausen, Ger-
many), and anti-bromodeoxyuridine (BrdU) (BU-33) and
anti-type X collagen (COL-10) antibodies were from Sigma.
Biotinylated secondary antibodies and ABC reagent were
obtained from Vector Laboratories (Alexis Deutschland,
Gru¨nberg, Germany). The TGF-b ELISA (hTGF-b Quanti-
kine ELISA) was from R&D Systems (Wiesbaden, Ger-
many), type II and type I collagen ELISAs (Arthrogen-CIA
capture ELISAs) were from Chondrex (Redmond, WA), and
the type X collagen ELISA (COL-10 ELISA) was from
Antibodies-Online (Aachen, Germany). The cell proliferation
reagent WST-1 was from Roche Applied Science (Man-
nheim, Germany). The alkaline phosphatase (ALP) staining
kit was from Sigma.
Cell culture
Bone marrow aspirates (*15ml) were obtained from the
distal femurs of patients undergoing total knee arthroplasty
(age, 70–74 years; n = 12). The study was approved by the
Ethics Committee of the Saarland Physicians Council
(Homburg, Germany). All patients provided informed con-
sent before inclusion in the study and all procedures were
performed in accordance with the Helsinki Declaration.
hMSCs were isolated and expanded in culture according to
standard protocols (Cucchiarini et al., 2011; Venkatesan
et al., 2012). Brieﬂy, aspirates were washed in Dulbecco’s
modiﬁed Eagle’s medium (DMEM) and centrifuged, and the
pellet was resuspended in red blood cell lysing buffer
(Sigma) in DMEM (1:1). The resulting fraction was washed,
pelleted, and resuspended in DMEM containing 10% fetal
bovine serum (FBS) with penicillin (100U/ml)–streptomycin
(100 ll/ml; pen-strep) (growth medium). Cells were plated
in T75 ﬂasks and maintained at 37C in a humidiﬁed at-
mosphere with 5% CO2. The medium was exchanged after
24 hr and every 2–3 days thereafter, using growth medium
with rFGF-2 (1 ng/ml). The cells were detached and replated
for further experiments at appropriate densities. hMSCs
were analyzed by ﬂow cytometry for expression of stem cell
surface markers (CD71 +CD105 +CD34 - ). All experiments
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were performed with low-passage cells (not more than
passage 2).
Plasmids and rAAV vectors
The constructs were all derived from the same parental
AAV-2 genomic clone, pSSV9 (Samulski et al., 1987,
1989). rAAV-lacZ carries the lacZ gene encoding Escher-
ichia coli b-galactosidase (b-Gal) and rAAV-hTGF-b a 1.2-
kb human transforming growth factor b1 (hTGF-b) cDNA
fragment, both under the control of the cytomegalovirus
immediate-early (CMV-IE) promoter (Cucchiarini et al.,
2011; Venkatesan et al., 2012, 2013). The vectors were
packaged as conventional (not self-complementary) vectors
using a helper-free, two-plasmid transfection system in 293
cells with the packaging plasmid pXX2 and the adenoviral
helper plasmid pXX6 (Venkatesan et al., 2013). Puriﬁcation,
dialysis, and titration of the vectors by real-time PCR were
performed as previously described (Cucchiarini et al., 2011;
Venkatesan et al., 2012, 2013), averaging 1010 transgene
copies/ml (*1/500 functional recombinant viral particles).
rAAV-mediated gene transfer
Monolayer cultures of undifferentiated hMSCs (2· 104
cells) were transduced with rAAV (20ll of vector, i.e., 4· 105
functional recombinant viral particles or a multiplicity of in-
fection [MOI] of 20) and kept in growth medium for up to 21
days (Cucchiarini et al., 2011; Venkatesan et al., 2012). hMSC
aggregate cultures (2· 105 cells) were prepared and kept in
deﬁned chondrogenic medium (DMEM high glucose [4.5 g/
liter], pen-strep, insulin [6.25lg/ml], transferrin [6.25lg/ml],
selenious acid [6.25lg/ml], linoleic acid [5.35lg/ml], bovine
serum albumin [1.25lg/ml], 1mM sodium pyruvate, ascor-
bate 2-phosphate [37.5lg/ml], 10–7 M dexamethasone, TGF-
b3 [10 ng/ml]) for transduction (or not) with rAAV (40ll of
vector, i.e., 8· 105 functional recombinant viral particles or an
MOI of 4) over a period of 21 days (Cucchiarini et al., 2011;
Venkatesan et al., 2012). For osteogenic and adipogenic dif-
ferentiation, hMSCs in monolayer cultures (105 cells) were
transduced with rAAV (40ll of vector, i.e., 8· 105 functional
recombinant viral particles or an MOI of 8) and induced to-
ward osteogenic differentiation using a StemPro osteogenesis
differentiation kit or adipogenic differentiation using a Stem-
Pro adipogenesis differentiation kit (both from Life Technol-
ogies, Darmstadt, Germany) (Venkatesan et al., 2012).
Transgene expression
To assess TGF-b secretion, samples were washed twice
and placed for 24 hr in serum-free medium. Supernatants
were collected at the denoted time points and centrifuged to
remove debris and TGF-b production was measured by
ELISA (Venkatesan et al., 2013). Quantitative measurements
were performed on a GENios spectrophotometer/ﬂuorometer
(Tecan, Crailsheim, Germany). Transgene expression was also
monitored by immunocytochemical and immunohistochemi-
cal analyses with a speciﬁc primary antibody (Cucchiarini
et al., 2011; Venkatesan et al., 2012, 2013).
Biochemical assays
Cultures were harvested and aggregates were digested with
papain (Cucchiarini et al., 2011; Venkatesan et al., 2012). Cell
proliferation was assessed with the cell proliferation re-
agent WST-1, with optical density (OD) proportional to the
cell numbers (Cucchiarini et al., 2011; Venkatesan et al.,
2012), and by immunolabeling after BrdU incorporation
(3lg/ml for 24 hr) (Weimer et al., 2012). DNA and pro-
teoglycan contents were determined with a ﬂuorimetric assay
using Hoechst 22358 and by binding to dimethylmethylene
blue dye, respectively (Cucchiarini et al., 2011; Venkatesan
et al., 2012, 2013). Analysis of type II, I, and X collagen
contents was performed by ELISA (Cucchiarini et al., 2011;
Venkatesan et al., 2012, 2013). Data were normalized to
total cellular protein, using a protein assay (Pierce Thermo
Scientiﬁc, Fisher Scientiﬁc, Schwerte, Germany). All mea-
surements were performed with a GENios spectrophotome-
ter/ﬂuorometer (Tecan).
Histological, immunocytochemical,
and immunohistochemical analyses
Monolayer and aggregate cultures were harvested and
ﬁxed in 4% formalin. Aggregates were further dehydrated in
graded alcohols, embedded in parafﬁn, and sectioned (3lm).
Sections were stained with hematoxylin and eosin (H&E) (cel-
lularity), toluidine blue (matrix proteoglycans), and alizarin red
(matrix mineralization) as previously described (Cucchiarini
et al., 2011; Venkatesan et al., 2012). Expression of SOX9; type
II, type I, and type X collagen; and b-catenin was detected by
immunohistochemistry with speciﬁc primary antibodies, bioti-
nylated secondary antibodies, and the ABC method with dia-
minobenzidine (DAB) as the chromogen (Cucchiarini et al.,
2011; Venkatesan et al., 2012). Samples were also tested for
transgene (TGF-b) expression and BrdU incorporation, using
speciﬁc primary antibodies. To control for secondary immuno-
globulins, sections were processed with omission of the primary
antibody. Osteogenically induced cultures were stained for ALP
activity and adipogenically differentiated cultures with oil red O
to detect intracellular lipid droplets (Venkatesan et al., 2012).
Samples were examined by light microscopy (Olympus BX 45;
Olympus, Hamburg, Germany).
Histomorphometry
Transduction efﬁciencies, the percentage of cells positive
for BrdU uptake and for SOX9 and b-catenin expression, cell
densities on H&E-stained sections, aggregate diameters, in-
tensities of toluidine blue and alizarin red staining and those
of type II, type I, and type X collagen immunostaining (all in
pixels per standardized area) were measured at three random
standardized sites or using 10 serial histologic and immuno-
histochemical sections for each parameter, test, and replicate
condition, using the analySIS program (Olympus Soft Ima-
ging Solutions [OSIS], Mu¨nster, Germany), Adobe Photo-
shop (Adobe Systems, Unterschleissheim, Germany), and
Scion Image (Scion, Frederick, MD) (Cucchiarini et al.,
2011; Venkatesan et al., 2012). The percentages of areas
stained for ALP or oil red O were calculated as being the
ratios of positively stained surface to the total surface
evaluated (Venkatesan et al., 2012).
Real-time RT-PCR analyses
Total cellular RNA was extracted from cultures, using an
RNeasy Protect mini kit with on-column RNase-free DNase
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treatment (Qiagen, Hilden, Germany). RNA was eluted in
30 ll of RNase-free water. Reverse transcription was carried
out with 8ll of eluate, using a ﬁrst-strand cDNA synthesis
kit for RT-PCR (AMV [avian myeloblastosis virus]) (Roche
Applied Science). An aliquot of the cDNA product (2ll)
was ampliﬁed by real-time PCR, using Brilliant SYBR
Green QPCR master mix (Stratagene/Agilent Technologies,
Waldbronn, Germany) on an Mx3000P QPCR operator
system (Stratagene) as follows: (95C, 10min), ampliﬁca-
tion by 55 cycles (denaturation at 95C, 30 sec; annealing at
55C, 1min; extension at 72C, 30 sec), denaturation (95C,
1min), and ﬁnal incubation (55C, 30 sec). The primers
(Invitrogen, Darmstadt, Germany) used were SOX9 (chon-
drogenic marker) (forward, 5¢-ACACACAGCTCACTCG
ACCTTG-3¢; reverse, 5¢-GGGAATTCTGGTTGGTCCTCT-
3¢), aggrecan (ACAN) (chondrogenic marker) (forward, 5¢-
GAGATGGAGGGTGAGGTC-3¢; reverse, 5¢-ACGCTGCCT
CGGGCTTC-3¢), type II collagen (COL2A1) (chondrogenic
marker) (forward, 5¢-GGACTTTTCTCCCCTCTCT-3¢; re-
verse, 5¢-GACCCGAAGGTCTTACAGGA-3¢), type I colla-
gen (COL1A1) (osteogenic marker) (forward, 5¢-ACGTCCT
GGTGAAGTTGGTC-3¢; reverse, 5¢-ACCAGGGAAGCCT
CTCTCTC-3¢), type X collagen (COL10A1) (marker of hy-
pertrophy) (forward, 5¢-CCCTCTTGTTAGTGCCAACC-3¢;
reverse, 5¢-AGATTCCAGTCCTTGGGTCA-3¢), osteopontin
(OP) (osteogenic marker) (forward, 5¢-ACGCCGACCAAG
GAAAACTC-3¢; reverse, 5¢-GTCCATAAACCACACTATC
ACCTCG-3¢), matrix metalloproteinase 13 (MMP13) (mar-
ker of terminal differentiation) (forward, 5¢-AATTTTCA
CTTTTGGCAATGA-3¢; reverse, 5¢-CAAATAATTTATGA
AAAAGGGATGC-3¢), runt-related transcription factor 2
(RUNX2) (osteogenic marker) (forward, 5¢-GCAGTTCCC
AAGCATTTCAT-3¢; reverse, 5¢-CACTCTGGCTTTGGGA
AGAG-3¢), b-catenin (mediator of the Wnt signaling pathway
for osteoblast lineage differentiation) (forward, 5¢-CAAGT
GGGTGGTATAGAGG-3¢; reverse, 5¢-GCGGGACAAAGG
GCAAGA-3¢), Indian hedgehog (IHH) (hypertrophy-associated
marker) (forward, 5¢-ATGAAGGCAAGATCGCTCG-3¢;
reverse, 5¢-GATAGCCAGCGAGTTCAGG-3¢), parathyroid
hormone-related protein (PTHrP) (anti-hypertrophic factor)
(forward, 5¢-CGACGACACACGCACTTGAAAC-3¢; reverse,
5¢-CGACGCTCCACTGCTGAACC-3¢), and glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) (housekeeping gene
and internal control) (forward, 5¢-GAAGGTGAAGGTCGG
AGTC-3¢; reverse, 5¢-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3¢)
(all 150 nM ﬁnal concentration) (Cucchiarini et al., 2011;
Venkatesan et al., 2012). Control conditions included re-
actions using water and non–reverse-transcribed mRNA.
Speciﬁcity of the products was conﬁrmed by melting curve
analysis and agarose gel electrophoresis. The threshold
cycle (Ct) value for each gene of interest was measured for
each ampliﬁed sample, using MxPro QPCR software
(Stratagene), and values were normalized to GAPDH ex-
pression by the 2–DDCt method, as previously described
(Cucchiarini et al., 2011; Venkatesan et al., 2012).
Statistical analysis
Analysis under each condition was performed in triplicate
in three independent experiments for each patient. Data are
expressed as the mean – standard deviation (SD) of separate
experiments. The t test and Mann–Whitney rank-sum test
were used where appropriate. Any p value less than 0.05
was considered statistically signiﬁcant.
Results
Sustained expression of TGF-b in undifferentiated
hMSCs via rAAV gene transfer
hMSCs were ﬁrst transduced with the candidate rAAV-
hTGF-b vector in undifferentiated monolayer cultures
compared with a control condition (application of a reporter
rAAV-lacZ gene vector) (Cucchiarini et al., 2011; Venka-
tesan et al., 2012) to examine the ability of rAAV to mediate
overexpression of the growth factor over time in these cells
in vitro at an undifferentiated stage. Sustained, intense im-
munoreactivity to TGF-b was detected in cells transduced
with rAAV-hTGF-b compared with the control treatment
after 5 days (data not shown) and for up to 21 days, with
transduction efﬁciencies of 80–87% (Fig. 1). This ﬁnding was
corroborated by an analysis of the TGF-b production levels in
TGF-b-transduced cells (17.2– 0.4 vs. 4.5– 0.2 pg/ml/24 hr in
lacZ-treated cells on day 14 and 24.1– 0.3 pg/ml/24 hr vs.
below the levels of detection on day 21, an at least 3.8-fold
difference, p£ 0.001).
Effects of rAAV-hTGF-b transduction on biological
activities of undifferentiated hMSCs
The candidate rAAV-hTGF-b vector was next applied to
undifferentiated monolayer cultures of hMSCs to investigate
the effects of TGF-b treatment on the biological activities of
the cells (proliferation, matrix synthesis) compared with
control lacZ treatment. An analysis using the WST-1 assay
revealed signiﬁcantly higher levels of proliferation mediated
by rAAV-hTGF-b compared with rAAV-lacZ (*0.417 and
0.108 OD450nm in TGF-b- vs. lacZ-treated cells on day 21,
3.9-fold difference, p£ 0.001). These results were corrobo-
rated when monitoring the DNA contents in the cultures
(58.5– 1.4 and 16.8 – 0.6 ng/mg total protein in TGF-b- vs.
lacZ-treated cells on day 21, 3.5-fold difference, p£ 0.001).
Further analyses also revealed that application of rAAV-
hTGF-b signiﬁcantly increased the proteoglycan content in
the cultures at the end of the evaluation period compared
with lacZ treatment (12.9 – 1.5 vs. 4.4 – 0.6 lg/mg total
protein on day 21, 2.9-fold difference, p£ 0.001).
Prolonged rAAV-mediated TGF-b expression
in chondrogenically differentiated hMSCs
hMSCs were then transduced with rAAV-hTGF-b in
chondrogenically induced aggregate cultures (again using
rAAV-lacZ as the control condition as rAAV does not im-
pair the potency of these cells [Cucchiarini et al., 2011;
Pagnotto et al., 2007; Venkatesan et al., 2012]), in order to
evaluate the ability of the candidate vector to promote the
expression of TGF-b over time in cells committed toward
the chondrocyte phenotype. In agreement with the ﬁndings
in monolayer cultures, a strong, durable signal speciﬁc to the
growth factor was detected by immunohistochemistry in
cells transduced with rAAV-hTGF-b compared with rAAV-
lacZ for up to 21 days, with transduction efﬁciencies of 79–
84% (Fig. 1). This result was also substantiated by an
analysis of TGF-b production levels in TGF-b-transduced
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cells (268.3 – 1.9 vs. 115.4 – 0.7 pg/ml/24 hr in lacZ-treated
aggregates on day 21, 2.3-fold difference, p £ 0.001).
Effects of rAAV-hTGF-b treatment on biological
activities and differentiation potential
of chondrogenically induced hMSCs
Cells were next transduced with rAAV-hTGF-b and in-
duced in aggregate cultures toward chondrogenesis in order
to examine the effects of TGF-b treatment on the biological
activities and chondrogenic differentiation potential of the
cells versus the lacZ control condition. As we and others
clearly reported that rAAV gene transfer does not impair the
potency of hMSCs (Pagnotto et al., 2007; Cucchiarini et al.,
2011; Venkatesan et al., 2012), we did not further include
here a condition without vector treatment. An analysis by
WST-1 assay revealed signiﬁcantly higher levels of prolif-
eration mediated by rAAV-hTGF-b compared with rAAV-
lacZ (*0.398 and 0.112 OD450nm in TGF-b- vs. lacZ-treated
aggregates on day 21, 3.6-fold difference, p£ 0.001). These
results were conﬁrmed by an analysis of cell densities on
H&E-stained sections from aggregates and of BrdU+ cells on
immunodetection of BrdU incorporation (1,870– 392 vs.
1,531– 263 cells/mm2 and 74– 3 vs. 39– 2% on day 21, re-
spectively, between 1.2- and 1.9-fold difference, p£ 0.001)
(Fig. 2), or when monitoring the DNA content in the cultures
(26.4–1.3 and 5.4–0.6 ng/mg total protein in TGF-b- vs. lacZ-
treated aggregates on day 21, 4.9-fold difference, p£0.001).
Also of note, application of the TGF-b vector signiﬁcantly
increased the diameters of aggregates at the end of the period of
evaluation compared with lacZ transduction (825–222 vs.
751–176lm, 1.1-fold difference, p=0.021).
When samples were processed to monitor the metabolic
and differentiation activities of hMSCs, successful chon-
drogenesis was noted on histological sections of aggregates
as evidenced by toluidine blue staining and type II collagen
deposition, revealing more intense staining when the TGF-b
vector was applied (662 – 19 vs. 132– 7 and 408– 11 vs.
79 – 7 pixels of toluidine blue staining and type II collagen
immunostaining, respectively, in TGF-b- vs. lacZ-treated
aggregates on day 21, an up to 5.2-fold difference, p£ 0.001)
(Fig. 2). These results were substantiated by an evaluation of
the proteoglycan and type II collagen contents in the aggre-
gates (378.5– 9.2 and 62.4– 6.7lg of proteoglycan/mg total
protein and 9.5– 2.1 and 5.5– 0.9 ng of type II collagen/mg
total protein in TGF-b- vs. lacZ-treated aggregates on day
21, an up to 6.1-fold difference, p£0.001), possibly due to an
increase in SOX9 expression promoted by TGF-b gene trans-
fer (79–2 vs. 41–3% of SOX9-positive cells, respectively, in
TGF-b- vs. lacZ-treated aggregates on day 21, 1.9-fold dif-
ference, p£ 0.001) (Fig. 2). An analysis of gene expression
proﬁles by real-time RT-PCR further conﬁrmed these ﬁndings
(107-, 1.2-, and 42-fold higher SOX9, ACAN, and COL2A1
expression levels, respectively, in TGF-b- vs. lacZ-treated
aggregates) (see Fig. 4A).
Interestingly, administration of the TGF-b vector com-
pared with lacZ led to increases in the intensity of type I and
type X collagen immunostaining and of alizarin red stain-
ing (72– 3 vs. 43– 3, 75– 2 vs. 41– 2, and 78– 3 vs. 40– 3
pixels of type I and type X collagen immunostaining and
alizarin red staining, respectively, in TGF-b- vs. lacZ-treated
aggregates on day 21, an up to 1.9-fold difference, p£ 0.001)
(Fig. 3). These results were corroborated by evaluation of
the type I and type X collagen contents in the aggregates
(17.2 – 3.7 and 13.1 – 2.3 lg of type I collagen/mg total
protein and 5.9 – 3.6 and 2.1 – 2.0 ng of type X collagen/ng
total protein in TGF-b- vs. lacZ-treated aggregates on day
21, 2.8-fold difference, p £ 0.043) and by real-time RT-
PCR analysis for type X collagen (71-fold higher expres-
sion levels in TGF-b- vs. lacZ-treated aggregates) without
FIG. 1. Transgene expression in
rAAV-hTGF-b-transduced undif-
ferentiated and chondrogenically
induced hMSCs. rAAV-hTGF-b or
rAAV-lacZ vector was applied to
undifferentiated cells in monolayer
culture (each vector, 20ll; n= 6
patients) or to chondrogenically in-
duced cells (each vector, 40ll; n= 6
patients) as described in Materials
and Methods and histologically
processed after 21 days to monitor
TGF-b expression by immunocyto-
chemical or immunohistochemical
analysis (monolayer cultures: origi-
nal magniﬁcation,·4; aggregate cul-
tures: original magniﬁcation, · 20;
representative data are shown).
Color images available online at
www.liebertpub.com/hum
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noticeable effect on type I collagen, using this approach
(Fig. 4A). Such an analysis further revealed enhanced
expression proﬁles for OP, MMP13, and RUNX2 on TGF-
b gene transfer compared with lacZ (2.6-, 2.4-, and 1.3-
fold, respectively) (Fig. 4A). Remarkably, administration
of TGF-b led to increased expression levels for b-catenin
and IHH (always 1.2-fold) while decreasing those of PTHrP
(2-fold) (Fig. 4A). Increased expression of b-catenin on
TGF-b treatment was also noted by immunohistochemical
analysis (*28 vs. 17% b-catenin+ cells compared with lacZ,
i.e., a 1.6-fold difference, p£ 0.001) revealing nuclear trans-
location (Fig. 4B).
FIG. 2. Metabolic and differenti-
ation activities in chondrogenically
induced cultures of hMSCs trans-
duced with rAAV-hTGF-b. hMSC
aggregates were transduced with
rAAV-hTGF-b or rAAV-lacZ (n= 6
patients) as described in Fig. 1 and
histologically processed after 21
days to evaluate cellularity (H&E
staining; insets: immunohistochem-
ical detection of BrdU incorpora-
tion), the production of matrix
proteoglycans (toluidine blue stain-
ing), and the expression of type II
collagen and SOX9 (speciﬁc im-
munodetection) (original magniﬁ-
cation,· 4; representative data are
shown). Color images available
online at www.liebertpub.com/hum
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Effects of rAAV-hTGF-b treatment on osteogenic
and adipogenic differentiation potential of hMSCs
The candidate TGF-b vector was next provided to os-
teogenically and adipogenically differentiated hMSCs over
time to estimate further the effects of the growth factor
via rAAV application on the potential for osteogenic and
adipogenic differentiation of the cells compared with
control lacZ treatment. Successful osteogenic differentia-
tion was noted in the induced cultures as evidenced by
ALP staining (Fig. 5). Notably, application of rAAV-
hTGF-b signiﬁcantly increased the percentage of stained
areas after 21 days compared with lacZ (73 – 3 vs. 52 – 2%,
1.4-fold difference, p £ 0.001). Successful adipogenic dif-
ferentiation was also achieved in the induced cultures as
seen by the accumulation of lipid droplets after staining
with oil red O (Fig. 5). Again, application of rAAV-hTGF-
b signiﬁcantly increased the percentage of stained areas
after 21 days compared with lacZ (76 – 2 vs. 33 – 2%, 2.3-
fold difference, p £ 0.001).
Discussion
The implantation of MSCs derived from bone marrow
after genetic modiﬁcation as a means to enhance their
chondroregenerative properties is an attractive approach to
improve the natural repair processes in articular cartilage
defects (Cucchiarini et al., 2012; Johnstone et al., 2013;
Tuan, 2013). The goal of the present study was to transduce
hMSCs, using highly effective rAAV vectors, to over-
express TGF-b, one of the most potent mediators of MSC
chondrogenesis, in order to gain insights into the precise
mechanisms controlled by this growth factor during the
differentiation of rAAV-TGF-b-modiﬁed hMSCs for future
use as platforms for transplantation. Our data ﬁrst demon-
strate that highly efﬁcient and prolonged expression of TGF-
b can be achieved in hMSCs via rAAV gene transfer both
in undifferentiated and chondrogenically induced cultures
for at least 21 days, with transduction efﬁciencies reaching
up to 87%, concordant with previous ﬁndings using rAAV
(Pagnotto et al., 2007; Stender et al., 2007; Cucchiarini et al.,
FIG. 3. Hypertrophic differenti-
ation in chondrogenically induced
cultures of hMSCs transduced with
rAAV-hTGF-b. hMSC aggregates
were transduced with rAAV-hTGF-
b or rAAV-lacZ (n= 6 patients) as
described in Fig. 1 and histologically
processed after 21 days to evaluate
the expression of type I and type X
collagen (speciﬁc immunodetection)
and matrix mineralization (alizarin
red staining) (original magniﬁca-
tion, · 4; representative data are
shown). Color images available
online at www.liebertpub.com/hum
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2011; Venkatesan et al., 2012, 2013), as a probable result of
the good maintenance of this vector type in its targets (Cuc-
chiarini et al., 2012; Johnstone et al., 2013). The levels of
growth factor produced from our construct in undifferen-
tiated hMSCs ranged between 17.2 – 0.4 and 24.1 – 0.3 pg
of TGF-b/ml from days 14 to 21 whereas Ito and colleagues
(2004) reported levels of 350 pg/ml in such cells on day 3
with a similar vector. Although no data were available
beyond this time point, it is important to note that these
authors used much higher MOIs than those applied here
(1000 vs. 20). In chondrogenically induced hMSC cultures,
we observed levels of 268.3 – 1.9 pg of TGF-b/ml after 21
days whereas Pagnotto and colleagues (2007) reported
values of up to 10 ng/ml in a similar system after 2 weeks,
FIG. 5. Analyses in osteogeni-
cally and adipogenically differenti-
ated cultures of hMSCs transduced
with rAAV-hTGF-b. Cells in mono-
layer cultures were transduced with
rAAV-hTGF-b or rAAV-lacZ (each
vector, 40ll; n= 6 patients) and
induced toward osteogenic or adipo-
genic differentiation as described in
Materials and Methods. Cultures
were processed on day 21 for ALP
staining (osteogenesis: original mag-
niﬁcation,·4; representative data are
shown) and oil red O staining (adi-
pogenesis: original magniﬁca-
tion, · 10; representative data are
shown). Color images available
online at www.liebertpub.com/hum
FIG. 4. Expression analyses in chondrogenically induced cultures of hMSCs transduced with rAAV-hTGF-b. hMSC ag-
gregates were transduced with rAAV-hTGF-b or rAAV-lacZ (n= 6 patients) as described in Fig. 1 and processed on day 21
(A) for gene expression analysis by real-time RT-PCR ampliﬁcation after total cellular RNA extraction and cDNA synthesis
and (B) to evaluate the expression of b-catenin (speciﬁc immunodetection) (original magniﬁcation,· 40; representative data)
as described in Materials and Methods. The genes analyzed included the transcription factor SOX9; aggrecan (ACAN); types
II, I, and X collagen (COL2A1, COL1A1, COL10A1); osteopontin (OP); matrix metalloproteinase 13 (MMP13); the tran-
scription factor RUNX2; b-catenin; Indian hedgehog (IHH); and PTHrP, with GAPDH serving as a housekeeping gene and
internal control (primers are listed in Materials and Methods). Ct values were obtained for each target and GAPDH as a control
for normalization, and fold inductions (relative to lacZ-treated aggregates) were measured by the 2–DDCt method. *Statistically
signiﬁcant compared with rAAV-lacZ. Color images available online at www.liebertpub.com/hum
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but again when applying high MOIs relative to ours (105 vs.
4). Elevated amounts of TGF-b have also been reported in
hMSC aggregate cultures transduced with adenoviral vec-
tors but only for relatively short periods of time (3–12 ng/
ml at MOIs of 50–150 and 15–20 ng/ml at an MOI of 500
after 3 days, with undetectable levels by day 14, regardless
of the MOI employed) (Kawamura et al., 2005; Steinert
et al., 2012), in contrast with our ﬁndings at lower rAAV
MOIs (MOI of 4 for at least 21 days).
The data further indicate that TGF-b overexpression from
rAAV vectors under the conditions applied here was capable
of stimulating both proliferative and anabolic activities of
hMSCs in undifferentiated monolayer cultures over a pro-
longed period of time (21 days), probably due to the long-
term production of TGF-b achieved with this stable class of
vector. Similarly, treatment with the rAAV-TGF-b vector
increased the levels of proliferation in chondrogenically
induced hMSCs while enhancing their differentiation po-
tential compared with control (lacZ) treatment, as noted by
higher expression and deposition of proteoglycans, ag-
grecan, and type II collagen in the presence of TGF-b,
consistent with previous ﬁndings in such cells (Mackay
et al., 1998; Yoo et al., 1998; Pittenger et al., 1999; Barry
et al., 2001; Kawamura et al., 2005; Pagnotto et al., 2007;
Steinert et al., 2012) and probably due to increases in the
levels of chondrogenic SOX9 expression mediated by TGF-
b (Tuli et al., 2003; Kim et al., 2009). Interestingly, we
report that administration of rAAV-TGF-b led to enhanced
expression of hypertrophic and osteogenic markers (type I
and type X collagen, osteopontin) in hMSCs, concordant
with the present ﬁndings on the osteogenic differentiation of
these cells and with the properties of the growth factor when
applied in a recombinant form or using less efﬁcient (ade-
noviral) vectors (Mackay et al., 1998; Yoo et al., 1998;
Barry et al., 2001; Tuli et al., 2003; Kim et al., 2009;
Steinert et al., 2012). These observations were possibly re-
sulting from the increased levels of MMP13 (marker of
terminal differentiation), RUNX2 (transcription factor con-
trolling the osteoblastic expression of COL1, COL10, and
MMP13), b-catenin (mediator of the Wnt pathway for os-
teogenic differentiation), and IHH (hypertrophy-associated
marker) and of the decreased proﬁle of PTHrP (anti-
hypertrophic factor) in response to TGF-b treatment as
achieved via recombinant growth factor application (Tuli
et al., 2003; Ronziere et al., 2010; Lee and Im, 2012). We
ﬁnally show that TGF-b gene transfer by rAAV enhanced
the adipogenic differentiation of the cells, again in good
agreement with ﬁndings based on adenoviral gene transfer
(Steinert et al., 2012).
In conclusion, the present ﬁndings show the potential of
genetically modifying hMSCs via rAAV, using the potent
TGF-b factor as a tool to enhance MSC chondrogenesis in
stem cell-based approaches for cartilage repair. Precise
regulation of TGF-b production levels will be critical to rule
out premature terminal differentiation and ossiﬁcation when
translating the strategy in clinically relevant models of or-
thotopic cartilage defects in vivo that provide a natural mi-
croenvironment for chondrogenesis (Cucchiarini et al.,
2005, 2013) rather than in ectopic systems (subcutaneous
transplantation in the SCID mouse) lacking all joint tissues
participating in the repair processes. Various options are
available to address this issue, including the use of lower
vector doses, tissue-speciﬁc or regulatable promoters, and
additional factors known to delay such processes (FGF-2,
SOX transcription factors, anti-Cbfa-1 small interfering
RNA) (Ikeda et al., 2004; Cucchiarini et al., 2011; Kim and
Im, 2011; Jeon et al., 2012) that may be conveniently
coadministered with TGF-b via combinations of rAAV
vectors (Cucchiarini et al., 2009). Independent studies will
be required to identify and test the best suited promoter
element and factor(s) that may prevent such unwanted ef-
fects and translate the approach to animal cells from the
complex, clinically relevant selected orthotopic in vivo
model, before the promise of the present work as an effec-
tive tool in future therapeutic strategies to repair damaged
articular cartilage is fulﬁlled.
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ORIGINAL ARTICLE
Chondrogenic Differentiation Processes in Human Bone
Marrow Aspirates upon rAAV-Mediated Gene Transfer
and Overexpression of the Insulin-Like Growth Factor I
Janina Frisch, PS,1 Ana Rey-Rico, PhD,1 Jagadeesh Kumar Venkatesan, PhD,1 Gertrud Schmitt, MS,1
Henning Madry, MD,1,2 and Magali Cucchiarini, PhD1
Direct therapeutic gene transfer in marrow concentrates is an attractive strategy to conveniently enhance the
chondrogenic differentiation processes as a means to improve the healing response of damaged articular
cartilage upon reimplantation in sites of injury. In the present study, we evaluated the ability of the clinically
adapted recombinant adeno-associated virus (rAAV) vectors to mediate overexpression of the insulin-like
growth factor I (IGF-I) in human bone marrow aspirates that may modulate the proliferative, anabolic activities,
and chondrogenic differentiation potential in such samples in vitro. The results demonstrate that successful,
signiﬁcant rAAV-mediated IGF-I gene transfer and expression were achieved in transduced aspirates (up to
105.9– 35.1 pg rhIGF-I/mg total proteins) over time (21 days) at very high levels (*80% of cells expressing the
candidate IGF-I transgene), leading to increased levels of proliferation, matrix synthesis, and chondrogenic
differentiation over time compared with the control (lacZ) condition. Treatment with the candidate IGF-I vector
also stimulated the hypertrophic and osteogenic differentiation processes in the aspirates, suggesting that the
regulation of IGF-I expression through rAAV will be a prerequisite for future translation of the approach
in vivo. However, these ﬁndings show the possible beneﬁts of this vector class to directly modify marrow
concentrates as a convenient tool for strategies that aim at improving the repair of articular cartilage lesions.
Introduction
Injured, adult articular cartilage like, during traumaor osteoarthritis does not possess an intrinsic ability for
full repair1 due to the lack of vascularization in this tissue that
potentially may provide reparative progenitor cells in sites of
cartilage damage. Several therapeutic options are available to
treat articular cartilage defects, including autologous chon-
drocyte implantation andmarrow-stimulating techniques,2–5 but
these procedures generally lead to the production of a ﬁ-
brocartilaginous repair tissue (type-I collagen) of lesser quality
than the natural hyaline cartilage (type-II collagen, proteogly-
cans) that does not integrate well with the surrounding unaf-
fected cartilage, and cannot withstand mechanical stress.5–7
Such issues have been addressed, at least in part, by
elaborating progenitor cell-based therapies for cartilage re-
pair by the administration of isolated chondroregenerative
cells like bone marrow-derived mesenchymal stem cells
(MSCs)5,8,9 or of marrow concentrates containing MSCs
among various cell subpopulations (hematopoietic cells,
ﬁbroblasts) as a single-step, convenient therapeutic proce-
dure10–12 due to the extensive, speciﬁc ability of MSCs to
undergo competent chondrogenic differentiation in this envi-
ronment.13–15Nevertheless, even though the clinical outcomes
of such trials have been encouraging, complete reconstruction
of an original cartilaginous surface in treated patients has not
been reported to date, demonstrating the clear need for im-
proved protocols.5 In this regard, approaches based on the
transfer of sequences coding for chondrogenic and/or chon-
droreparative factors may offer strong tools to enhance the
healing response of the articular cartilage through transplan-
tation of genetically modiﬁed isolated or concentrated
progenitor cells.16 While a broad number of therapeutic can-
didates have been evaluated to target isolated MSCs (cartilage
oligomeric matrix protein, COMP; transforming growth factor
beta, TGF-b; bone morphogenetic proteins, BMPs; insulin-
like growth factor I, IGF-I; basic ﬁbroblast growth factor,
FGF-2; Indian hedgehog, IHH; human telomerase, hTERT;
small interfering RNA (siRNA) against p53; SOX transcrip-
tion factors; anti-Runx2/Cbfa1 siRNA; zinc-ﬁnger protein
1Center of Experimental Orthopaedics and 2Department of Orthopedic Surgery, Saarland University Medical Center, Homburg/Saar,
Germany.
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145, ZNF145),17–33 relatively few information is available on
the feasibility of translating the method to marrow concen-
trates as a less invasive treatment strategy. Most notably, Pa-
scher et al.34 and Ivkovic et al.35 employed adenoviral gene
transfer to transduce marrow aspirates from rabbit and sheep,
achieving relatively short-term levels of transgene expression
in such samples in vitro (21 days). In marked contrast, we
recently provided evidence that recombinant vectors derived
from the human nonpathogenic, replication defective adeno-
associated virus (AAV) are capable of effectively (*90%
transduction efﬁciency) and persistently (up to 125 days)
modify human marrow aspirates without deleterious effects
in vitro,36 in good agreement with the properties of the vectors
(reduced toxicity and immunogenicity, maintenance of re-
combinant adeno-associated virus (rAAV) sequences as stable,
safe episomes) that make them the currently preferred gene
delivery system for clinical applications.16
In the present study, in light of our recent work showing
the beneﬁts of applying an rAAV IGF-I vector to modulate
the proliferative, biosynthetic, and chondrogenic activities
in isolated human MSCs,20 we examined the ability of this
vector to deliver and mediate the expression of this mito-
genic and proanabolic growth factor in primary human bone
marrow aspirates as a potential approach to enhance the
chondrogenic differentiation processes in the samples. Our
results show for the ﬁrst time to the best of our knowledge
that rAAV-mediated modiﬁcation of human marrow aspi-
rates to overexpress IGF-I, stimulates the biological and
chondrogenic activities of the samples, probably due to the
high and durable levels of growth factor production
achieved with this vector class. Transduction with rAAV-
hIGF-I had also an impact on hypertrophic and osteogenic
differentiation, showing that regulation of growth factor
expression through rAAV will be decisive to further provide
modiﬁed aspirates in sites of cartilage damage in vivo.
Materials and Methods
Reagents
All reagents were purchased at Sigma unless otherwise in-
dicated. The antibodies used for immunohistochemical ana-
lyses were as follows: anti-type-II collagen (II-II6B3; NIH
Hybridoma Bank, University of Iowa), anti-type-I collagen
(COL-1; Abcam), anti-type-X collagen (COL-10; Sigma),
anti-IGF-I (AF-291-NA; R&D Systems), and anti-SOX9 (C-
20; Santa Cruz Biotechnology). Secondary biotinylated anti-
bodies and the ABC reagent were from Vector Laboratories
(Alexis Deutschland GmbH). The dimethylmethylene blue
dye was from Serva. Recombinant TGF-b3 was from Pepro-
Tech. The IGF-I ELISA (hIGF-I Quantikine ELISA) was
from R&D System. The type-II and type-I collagen ELISAs
(CUSABIO) and the type-X collagen ELISA (Cloud-Clone
Corp.) were obtained at antibodies-online GmbH.
Plasmids and rAAV vectors
The parental AAV-2 genomic clone pSSV937,38was used to
create all constructs applied in this study. rAAV-lacZ carries
the lacZ gene for Escherichia coli b-galactosidase and rAAV-
hIGF-I a human insulin-like growth factor I (hIGF-I) cDNA
fragment (536 bp), both under the control of the cytomegalo-
virus immediate-early (CMV-IE) promoter.20,36,39 rAAVwere
packaged as conventional (not self-complementary) vectors
using the 293 adenovirus-transformed embryonic kidney cell
line. Adenovirus 5 was used to provide helper functions in
combination with the pAd8 helper plasmid as previously de-
scribed.20,39 The vectors were puriﬁed, dialyzed, and titrated
by real-time polymerase chain reaction (PCR),20,39 averaging
1010 transgene copies/mL.
rAAV-mediated gene transfer
Bone marrow aspirates (*15mL; 1.4– 0.4· 109 cells/mL)
were obtained from the distal femurs of patients undergoing
total knee arthroplasty (n= 8, age 68– 10 years). All patients
provided informed consent before inclusion in the study and
all procedures were in accordance with the Helsinki Dec-
laration. The study was approved by the Ethics Committee of
the Saarland Physicians Council. The aspirates containing
MSCs34–36 were aliquoted in standard tissue culture plastic
96-well plates (100mL of aspirate/well) and immediately
transduced with the rAAV vectors by mixing 40mL of vector
solution with each aliquot (i.e., 8· 105 functional recombinant
viral particles, MOI= 10– 3) and then adding 50mL of Dul-
becco’s modiﬁed Eagle’s medium (DMEM) for an incubation
time of 1.5 h at 37C under 5% CO2. A volume of 60mL of
chondrogenic medium (4.5 g/L DMEM high glucose, 100U/
mL penicillin and 100mL/mL streptomycin, 6.25mg/mL in-
sulin, 6.25mg/mL transferrin, 6.25mg/mL selenious acid,
5.35mg/mL linoleic acid, 1.25mg/mL bovine serum albumin,
1mM sodium pyruvate, 37.5mg/mL ascorbate 2-phosphate,
10-7 M dexamethasone, and 10ng/mL TGF-b3) was then
added per aspirate for an incubation at 37C under 5%CO2 for
up to 21 days based on work adapted for cartilage repair20,36
with medium change performed once per week for MSC
chondrogenesis.34–36To avoid attachment on the bottom of the
plates, the aspirates were carefully mixed after each medium
change. For osteogenic and adipogenic differentiation, the
aspirates were transduced using similar conditions as those
described above and then induced either toward osteogenic
differentiation using the StemPro Osteogenesis Differentiation
Kit or adipogenic differentiation using the StemPro Adipo-
genesis Differentiation Kit (both from Life Technologies
GmbH).20,32
Detection of transgene expression
To assess IGF-I secretion, 30 mL of each aspirate su-
pernatant were collected at the denoted time points 24 h
after medium change and centrifuged to remove debris, and
IGF-I production was measured by ELISA as previously
described.20,39 Quantitative measurements were performed
on a GENios spectrophotometer/ﬂuorometer (Tecan). Trans-
gene expression was also monitored by immunohistochemi-
cal analysis using a speciﬁc primary antibody.20,36,39
Histological, immunocytochemical,
and immunohistochemical analyses
Theaspirateswerecollected,ﬁxedin4%formalin,dehydrated
in graded alcohols, embedded in parafﬁn, and sectioned (3mm).
Sections were stained with Hematoxylin and eosin (H&E) for
cellularity,Toluidineblue formatrixproteoglycans, andAlizarin
Red for matrix mineralization as previously described.19,20,32,36
Immunohistochemistrywasperformedtomonitor theexpression
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of IGF-I, type-II, type-I, and type-X collagen, and SOX9 using
speciﬁc primary antibodies, biotinylated secondary antibodies,
and the ABC method with diaminobenzidine as the chromo-
gen.19,20,32,36 To control for secondary immunoglobulins, sec-
tions were processed with omission of the primary antibody.
Samples were examined under light microscopy (Olympus BX
45; Olympus).
Histomorphometry
The levels of cells expressing the transgene (% of cells
positive for IGF-I expression—i.e., IGF-I+ cells—to the total
numbers of cells), the cell densities on H&E-stained sections,
the intensities of Toluidine blue andAlizarin Red staining and
of type-II, type-I, and type-X collagen, and SOX9 im-
munostaining, and the densities of cells stained for Toluidine
blueweremonitored at 3 random standardized sites or with 10
serial histological and immunohistochemical sections for
each parameter, test, and replicate condition using the SIS
analySIS program (Olympus), Adobe Photoshop (Adobe
Systems), and Scion Image (Scion Corporation).19,20,32,36 To
evaluate IGF-I expression, only cells strongly stained versus
(faint) background diamino-benzidine (DAB) signal, that
is, in the absence of primary antibody, were considered as
IGF-I+. Regarding the measurements of the cell densities,
H&E-stained sections from either lacZ- or IGF-I-treated as-
pirates were analyzed by counting cells per standardized area
using a similar magniﬁcation (·40) for all types of samples to
allow for strict comparison. Tomonitor the staining intensities,
· 20 images were ﬁrst converted to inverted grayscale mode.
Background DAB signal was adapted for comparable range of
each type of immunostaining before evaluations. The total
areas (mm2) covered with cells were next measured to identify
the average gray value of the deﬁned area. Data are given as
mean intensity of staining or immunostaining per mm2 of total
cell area. To generate the % of Toluidine blue-positive cells,
the densities of cells stained for Toluidine blue per mm2 of the
total cell area were normalized to the cell densities per mm2
of the total cell areas assessed on H&E-stained sections.
Biochemical assays
The aspirates were collected and digested with papa-
in.19,20,32 A ﬂuorimetric assay using Hoechst 22358 was
applied to determine the DNA contents and the proteogly-
cans were measured by binding to dimethylmethylene blue
dye.19,20,32 Analysis of the type-II, type-I, and type-X col-
lagen contents were performed by respective ELISAs.19,20,32
Total cellular proteins were monitored through protein assay
(Pierce Thermo Scientiﬁc, Fisher Scientiﬁc) and subse-
quently used to normalize the biochemical data. All mea-
surements were performed on a GENios spectrophotometer/
ﬂuorometer (Tecan). Osteogenically and adipogenically in-
duced aspirates were processed for quantitative estimation
of the alkaline phosphatase (ALP) activities and Oil Red O
staining, respectively.40–42 Determination of ALP activity
was performed by mixing 100mL of osteogenically differ-
entiated aspirate with an equal volume of substrate buffer
(4mg/mL 4-nitrophenyl phosphate—pNPP—mixed 1:1 with
4.8% 2-amino-2-methyl-1-propanol—2-AMP) and measur-
ing OD530nm as previously described.40 Estimation of Oil Red
O staining was performed by mixing 100mL of adipogeni-
cally induced aspirate with 150mL of staining solution (three
volumes of Oil Red O 0.3% in 2-propanol and two volumes
H2O) for 15min at room temperature followed by dissolution
in 100% 2-propanol and by measuring OD530nm.40–42
Real-time RT-PCR analyses
Total cellular RNA was extracted from all the aspirates at
the denoted time points using TRIzol reagent (Ambion
Life Technologies) and the RNeasy Protect Mini Kit with an
on-column RNase-free DNase treatment (Qiagen) and RNA
elution in 30 mL RNase-free water. Eight microliters of el-
uate were applied to perform reverse transcription by us-
ing the First Strand cDNA Synthesis Kit for reverse
transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) (AMV)
(Roche Applied Science). Real-time PCR was carried out to
amplify 2 mL of the cDNA product by using the Brilliant
SYBR Green QPCR Master Mix (Stratagene, Agilent
Technologies) on an Mx3000P QPCR operator system
(Stratagene) as follows: (95C, 10min), ampliﬁcation by 55
cycles (denaturation at 95C, 30 s; annealing at 55C, 1min;
extension at 72C, 30 s), denaturation (95C, 1min), and
ﬁnal incubation (55C, 30 s). All primers were purchased
at Invitrogen: SOX9 (chondrogenic marker) (forward 5¢-
ACACACAGCTCACTCGACCTTG-3¢; reverse 5¢-GGGA
ATTCTGGTTGGTCCTCT-3¢), type-II collagen (COL2A1)
(chondrogenic marker) (forward 5¢-GGACTTTTCTCCCC
TCTCT-3¢; reverse 5¢-GACCCGAAGGTCTTACAGGA-
3¢), aggrecan (ACAN) (chondrogenic marker) (forward
5¢-GAGATGGAGGGTGAGGTC-3¢; reverse 5¢-ACGCTGC
CTCGGGCTTC-3¢), type-I collagen (COL1A1) (osteogenic
marker) (forward 5¢-ACGTCCTGGTGAAGTTGGTC-3¢;
reverse 5¢-ACCAGGGAAGCCTCTCTCTC-3¢), type-X
collagen (COL10A1) (marker of hypertrophy) (forward 5¢-
CCCTCTTGTTAGTGCCAACC-3¢; reverse 5¢-AGATT
CCAGTCCTTGGGTCA-3¢), matrix metalloproteinase 13
(MMP13) (marker of terminal differentiation) (forward 5¢-
AATTTTCACTTTTGGCAATGA-3¢; reverse 5¢-CAAAT
AATTTATGAAAAAGGGATGC-3¢), ALP (osteogenic
marker) (forward 5¢-TGGAGCTTCAGAAGCTCAACACC
A-3¢; reverse 5¢-ATCTCGTTGTCTGAGTACCAGTCC-3¢),
osteopontin (OP) (osteogenic marker) (forward 5¢-ACGC
CGACCAAGGAAAACTC-3¢; reverse 5¢-GTCCATAAAC
CACACTATCACCTCG-3¢), runt-related transcription fac-
tor 2 (RUNX2) (osteogenic marker) (forward 5¢-GCAGTT
CCCAAGCATTTCAT-3¢; reverse 5¢-CACTCTGGCTTT
GGGAAGAG-3¢), b-catenin (mediator of the Wnt signaling
pathway for osteoblast lineage differentiation) (forward 5¢-
CAAGTGGGTGGTATAGAGG-3¢; reverse 5¢-GCGGGA
CAAAGGGCAAGA-3¢), Indian hedgehog (IHH) (hyper-
trophy-associated marker) (forward 5¢-ATGAAGGCAAGA
TCGCTCG-3¢; reverse 5¢-GATAGCCAGCGAGTTCAGG-
3¢), para thyroid hormone-related protein (PTHrP) (anti-
hypertrophic factor) (forward 5¢-CGACGACACACGCACT
TGAAAC-3¢; reverse 5¢-CGACGCTCCACTGCTGAACC-
3¢), and glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)
(housekeeping gene and internal control) (forward 5¢-
GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3¢; reverse 5¢-GAAGATGG
TGATGGGATTTC-3¢) (all 150 nMﬁnal concentration).19,20,32
Water and non-reverse-transcribed mRNA were used as con-
trol conditions. To conﬁrm the speciﬁcity of the products,
melting curve analysis and agarose gel electrophoresis were
performed. The threshold cycle (Ct) value for each ampliﬁed
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sample and each gene of interest was measured by using the
MxPro QPCR software (Stratagene), and values were nor-
malized to GAPDH expression by using the 2-DDCtmethod as
previously described.19,20,32
Statistical analyses
All conditions were performed in triplicates in three in-
dependent experiments for each patient and all patients were
tested. Data are given as mean – standard deviation (SD) of
separate experiments. Statistical signiﬁcance was assessed
for any p-value of less than 0.05 using the t-test and Mann–
Whitney Rank Sum Test, where appropriate.
Results
Effective IGF-I gene transfer and overexpression
through rAAV in human bone marrow aspirates
Bone marrow aspirates were ﬁrst transduced with the
candidate rAAV-hIGF-I vector compared with the control
rAAV-lacZ vector to evaluate the ability of rAAV to mediate
direct overexpression of the growth factor in conditions of
chondrogenic differentiation. An analysis of IGF-I expression
by immunohistochemistry revealed a signiﬁcantly higher,
sustained signal in rAAV-hIGF-I- versus rAAV-lacZ-treated
aspirates for up to 21 days, the longest time point evaluated
(Fig. 1), while faint staining was seen in any condition when
omitting the primary antibody (not shown). These results
were conﬁrmed by an analysis of the IGF-I production levels
assessed by ELISA, with signiﬁcantly higher amounts of
factor synthesized in the presence of rAAV-hIGF-I relative to
rAAV-lacZ ( p£ 0.042) in the presence of similar amounts of
total proteins in the samples ( p= 1.000) (Table 1). The % of
cells expressing IGF-I reached *80% with the rAAV IGF-I
vector versus 10% in the control condition (endogenous IGF-I
expression) (eight-fold difference, p£ 0.001) (Fig. 1).
Activation of the proliferative, biosynthetic activities,
and chondrogenic differentiation processes
in human bone marrow aspirates following
application of rAAV-hIGF-I
Transduction was further performed in chondrogenic con-
ditions to examine the potential effects of IGF-I over-
expression through rAAVon the biological activities of human
bone marrow aspirates (proliferation, matrix synthesis) com-
pared with control (lacZ) treatment. As we already reported
that gene transfer with rAAV does not impair the differentia-
tion potential of bone marrow aspirates,36 we did not further
include here a condition without vector treatment.
An histological analysis of the transduced aspirates byH&E
staining revealed signiﬁcantly higher cell densities in the IGF-
I- versus lacZ-treated samples after 21 days (0.061– 0.030
compared with 0.025– 0.011 cells/mm2 on day 21, i.e., a
2.4-fold difference, p£ 0.001) (Fig. 2A). These results were
corroborated by an estimation of the DNA contents in the
aspirates (1.2-fold difference, p= 0.007) (Fig. 2B).
Administration of rAAV-hIGF-I also signiﬁcantly increased
the homogeneous intensities of cell-associated Toluidine blue
staining (Fig. 3A) and of type-II collagen and SOX9 im-
munostaining (Fig. 3B, C, respectively) versus rAAV-lacZ
(1132.9– 212.6 vs. 827.8– 339.6, 827.9–76.5 vs. 679.3–49.6,
and 790.5– 22.9 vs. 685.6–11.8 mean intensity/mm2 total cell
area on day 21 for Toluidine blue staining and for type-II col-
lagen and SOX9 immunostaining, i.e., up to a 1.4-fold differ-
ence, p£0.026), with signiﬁcantly enhanced % of Toluidine
blue-positive cells in the presence of IGF-I (*100%) versus
lacZ (14%–3%, i.e., about a seven-fold difference, p£0.001)
(Fig. 3A). These ﬁndings were substantiated by an assessment
of the proteoglycan and type-II collagen contents in the aspirates
(1.5-fold difference for the proteoglycans, p=0.022; 1.3-fold
difference for type-II collagen, p=0.176) (Fig. 3A, B). An
analysis of the gene expression proﬁles by real-time RT-
PCR revealed 19- (p=0.001), 14- ( p= 0.040), and 56-fold (p=
0.025) higher ACAN, COL2A1, and SOX9 levels, respectively,
FIG. 1. Detection of insulin-like growth factor I (IGF-I) overexpression in human bone marrow aspirates through recombinant
adeno-associated virus (rAAV)-mediated gene transfer. Aspirates were transduced with rAAV-hIGF-I or rAAV-lacZ (40mL each
vector) and kept in chondrogenic medium as described in the Materials and Methods section and processed after 21 days to detect
IGF-I expression by immunohistochemical analysis (magniﬁcation · 20, representative data). Color images available online at
www.liebertpub.com/tea
Table 1. Detection of IGF-I Expression
in rAAV-Transduced Human Bone Marrow Aspirates
Days
posttransduction rAAV-lacZ rAAV-hIGF-I
7 61.1 – 4.1 (11.7 – 0.3) 97.0 – 0.3a (10.2 – 1.5)
14 36.9 – 2.4 (13.2 – 1.1) 49.2 – 7.1a (12.5 – 2.9)
21 85.5 – 0.1 (12.6 – 0.1) 105.9– 35.1a (13.1 – 0.8)
Values are expressed as mean pg rhIGF-I/mg total proteins–SD.
Values in the brackets represent themean total proteins (mg/mL)–SD.
aStatistically signiﬁcant versus rAAV-lacZ.
IGF-I, insulin-like growth factor I; rAAV, recombinant adeno-
associated virus; SD, standard deviation.
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FIG. 2. Proliferative activities in
human bone marrow aspirates
transduced with rAAV-hIGF-I.
Aspirates were transduced and
maintained in chondrogenic me-
dium as described in Figure 1 and
histologically processed after 21
days to monitor the levels of cell
proliferation by (A) Hematoxylin
and eosin (H&E) staining (magni-
ﬁcation · 20, representative data)
and (B) biochemical assay (detec-
tion of the DNA contents). *Sta-
tistically signiﬁcant compared with
rAAV-lacZ. Color images available
online at www.liebertpub.com/tea
FIG. 3. Biosynthetic activities and chondrogenic differentiation processes in human bone marrow aspirates transduced
with rAAV-hIGF-I. Aspirates were transduced and maintained in chondrogenic medium as described in Figure 1 and
histologically processed after 21 days to monitor the levels and production of (A) proteoglycans (Toluidine blue staining
and estimation of the contents), (B) type-II collagen (immunodetection and estimation of the contents), and (C) SOX9
(immunodetection) (magniﬁcation · 40, insets left at magniﬁcation · 20, insets right at magniﬁcation · 100, representative
data). *Statistically signiﬁcant compared with rAAV-lacZ. Color images available online at www.liebertpub.com/tea
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in the IGF-I- versus lacZ-treated aspirates after 21 days of
chondrogenic induction (Fig. 5). An evaluation of the outcomes
at day 21 versus day 1 per vector type showed over time in-
creases in chondrogenic marker expression in both types of
aspirates (ACAN: 652- and 15,027-fold with lacZ and IGF-I,
respectively, i.e., 23-fold more with IGF-I, p£ 0.008; COL2A1:
2791- and 31,590-fold with lacZ and IGF-I, respectively, i.e.,
11-fold more with IGF-I, p£0.032; SOX9: 4469- and 250,831-
fold with lacZ and IGF-I, respectively, i.e., 56-fold more with
IGF-I, p£ 0.023) (Fig. 5). Finally, treatment with IGF-I for 21
days enhanced the expression levels of these markers in the
aspirates compared with samples treated with lacZ for 1 day
(12,568-, 40,079-, and 252,058-fold for ACAN, COL2A1, and
SOX9, respectively, p£ 0.011) (Fig. 5).
Hypertrophic and terminal differentiation processes
in human bone marrow aspirates transduced
with rAAV-hIGF-I
Bone marrow aspirates were next transduced in chon-
drogenic conditions to examine the possible effects of IGF-I
overexpression through rAAV upon hypertrophic and ter-
minal differentiation processes compared with control (lacZ)
treatment. Notably, application of rAAV-hIGF-I signiﬁ-
cantly increased the homogeneous intensities of type-I and
type-X collagen immunostaining (Fig. 4A, B, respectively)
and of Alizarin red staining (Fig. 4C) compared with
rAAV-lacZ (685.6 – 95.2 vs. 542.1 – 66.1, 655.0 – 82.9 vs.
523.8– 37.3, and 922.0– 236.4 vs. 715.2– 337.5 mean in-
tensity/mm2 total cell area on day 21 for type-I and type-X
collagen immunostaining and for Alizarin red staining, re-
spectively, i.e., up to a 1.3-fold difference, p£ 0.043). These
ﬁndings were conﬁrmed by an estimation of the type-I and
type-X collagen contents in the aspirates (2.1-fold difference
for type-I collagen, p = 0.039; 1.4-fold difference for type-X
collagen, p = 0.197) (Fig. 4A, B) and by the results of a real-
time RT-PCR analysis showing 3.0-fold ( p= 0.003) and
8.8-fold ( p= 0.006) higher COL1A1 and COL10A1 levels,
respectively, in the IGF-I- versus lacZ-treated aspirates after
21 days of chondrogenic induction (Fig. 5). An evaluation of
the outcomes at day 21 versus day 1 per vector type revealed
over time increases in the expression of these markers in
both types of aspirates (COL1A1: 79- and 271-fold with lacZ
and IGF-I, respectively, i.e., 3.4-fold more with IGF-I,
FIG. 4. Hypertrophic and terminal differentiation processes in human bone marrow aspirates transduced with rAAV-
hIGF-I. Aspirates were transduced and maintained in chondrogenic medium as described in Figure 1 and histologically
processed after 21 days to monitor the levels and production of type-I (A) and type-X collagen, (B) (immunodetection and
estimation of the contents), and (C) of matrix mineralization (Alizarin red staining) (magniﬁcation · 40, insets left at
magniﬁcation · 20, insets right at magniﬁcation ·100, representative data). *Statistically signiﬁcant compared with rAAV-
lacZ. Color images available online at www.liebertpub.com/tea
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FIG. 5. Expression analyses through real-time RT-PCR in human bone marrow aspirates transduced with rAAV-hIGF-I.
All aspirates were transduced and maintained in chondrogenic medium as described in Figure 1. Total cellular RNA
extraction and cDNA synthesis with subsequent analysis of gene expression through real-time reverse transcriptase-
polymerase chain reaction (RT-PCR) ampliﬁcation was performed as described in the Materials and Methods section after 1
and 21 days to generate time course Ct values for each target. The transcription factor SOX9, type-II collagen (COL2A1),
aggrecan (ACAN), type-I collagen (COL1A1), type-X collagen (COL10A1), matrix metalloproteinase 13 (MMP13), ALP,
osteopontin (OP), the transcription factor RUNX2, b-catenin, Indian-hedgehog (IHH), and parathyroid hormone-related
protein (PTHrP) were analyzed, with GAPDH serving as a housekeeping gene and internal control for normalization
(primers are listed in the Materials and Methods section). Fold inductions were measured for each target at both time points
by using the 2-DDCt method relative to day 1 rAAV-lacZ-treated aspirates. Statistically signiﬁcant compared with rAAV-
lacZ at *corresponding or +earlier time point and with #rAAV-hIGF-I at earlier time point.
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p£ 0.001; COL10A1: 4533- and 34,055-fold with lacZ and
IGF-I, respectively, i.e., 7.5-fold more with IGF-I, p£ 0.014)
(Fig. 5). Finally, treatment with IGF-I for 21 days enhanced
the levels of these markers in the aspirates compared with
samples treated with lacZ for 1 day (240- and 40,017-fold for
COL1A1 and COL10A1, respectively, p£ 0.001) (Fig. 5).
Trends toward increases in the expression of MMP13
(8.9-fold, p = 0.225), ALP (2.9-fold, p= 0.126), OP (5.1-
fold, p = 0.065), RUNX2 (7.4-fold, p= 0.100), b-catenin
(3.6-fold, p= 0.222), and IHH (4.4-fold, p = 0.202) were
noted when IGF-I was applied for 21 days to the aspirates
under chondrogenic induction relative to lacZ at a similar
time point (Fig. 5). An evaluation of the outcomes at day 21
versus day 1 per vector type revealed over time increases in
the expression of these markers in both types of aspirates
(MMP13: 276- and 2016-fold with lacZ and IGF-I, re-
spectively, i.e., 7.3-fold more with IGF-I, p = 0.007 and
p = 0.060; ALP: 47- and 142-fold with lacZ and IGF-I, re-
spectively, i.e., three-fold more with IGF-I, p £ 0.005; OP:
9- and 50-fold with lacZ and IGF-I, respectively, i.e., 5.6-
fold more with IGF-I, p £ 0.014 and p= 0.072; RUNX2: 8-
and 59-fold with lacZ and IGF-I, respectively, i.e., 7.4-fold
more with IGF-I, p £ 0.001 and p = 0.212; b-catenin: 2- and
6-fold with lacZ and IGF-I, respectively, i.e., 3-fold more
with IGF-I, p £ 0.037; IHH: 2982- and 11,881-fold with lacZ
and IGF-I, respectively, i.e., 4-fold more with IGF-I,
p £ 0.017) (Fig. 5). Finally, treatment with IGF-I for 21 days
enhanced the expression levels of these markers in the as-
pirates compared with samples treated with lacZ for 1 day
(2453-, 135-, 46-, 6-, and 13,207-fold for MMP13, ALP,
OP, b-catenin, and IHH, respectively, p £ 0.021) (Fig. 5). Of
further note, a trend towards decrease in the PTHrP ex-
pression was observed in the aspirates treated under chon-
drogenic induction with IGF-I for 21 days relative to lacZ at
a similar time point (1.5-fold, p = 0.137) (Fig. 5). An over
time increase in the PTHrP expression was seen in both
types of aspirates at day 21 versus day 1 when comparing
similar vector condition (772- and 550-fold with lacZ and
IGF-I, respectively, i.e., 1.4-fold more with lacZ, p £ 0.001
and p = 0.082) and treatment with IGF-I for 21 days en-
hanced the levels of this marker compared with samples
modiﬁed by lacZ for 1 day (499-fold, p = 0.007) (Fig. 5).
Effects of rAAV-hIGF-I on the osteogenic and adipogenic
differentiation processes in human bone marrow
aspirates
Finally, bone marrow aspirates were transduced in either
osteogenic or adipogenic conditions to evaluate possible ef-
fects of IGF-I overexpression through rAAV upon these
differentiation processes compared with control (lacZ) treat-
ment. In the conditions applied here, administration of the
rAAV IGF-I vector did not signiﬁcantly modify the ALP
activities in the aspirates compared with the lacZ condition
( p= 1.000), possibly due to differences of sensitivity of the
detection methods with the real-time RT-PCR analysis, while
overexpression of the candidate factor signiﬁcantly increased
the levels of Oil Red O staining (2.6-fold, p= 0.019) (Fig. 6).
Discussion
Application of marrow concentrates as a practical, single-
step approach to treat articular cartilage lesions is clinical
reality to provide options that are less complex and invasive
than those based on the implantation of isolated progenitor
cells,10,11,43 but the quality of the repair tissue generated
with such treatments still remains inferior to that of the
original hyaline cartilage. This issue might be addressed by
genetically modifying the concentrates to improve their
chondroregenerative capabilities.5 In the present study, we
focused on delivering a sequence coding for the mitogenic
and proanabolic IGF-I factor through potent and clinically
adapted rAAV vectors to human marrow concentrates with
respect to our previous ﬁndings showing that this construct
was capable of enhancing the proliferative, biosynthetic, and
chondrogenic activities of isolated human MSCs in vitro.20
Our results ﬁrst demonstrate that high levels of cells ex-
pressing the IGF-I transgene were achieved in marrow as-
pirates (*80%), concordant with ﬁndings based on the
previous use of reporter (lacZ) rAAV vectors.36 For com-
parison, other groups34,35 reported that administration of
adenoviral vectors to rabbit and sheep aspirates led to the
modiﬁcation of an important number of cells, but using
much higher vector doses (1010 adenoviral particles per
250mL of aspirate versus 8 · 105 rAAV particles per 100 mL
here, i.e., a 5.000-fold difference). We next show that ap-
plication of rAAV-hIGF-I signiﬁcantly increased the levels
of IGF-I production in the concentrates compared with
control (lacZ) treatment over the whole period of evaluation
(21 days), in good agreement with our previous results when
applying this vector to isolated hMSCs.20 Also of note, the
levels of IGF-I produced in the aspirates upon rAAV-hIGF-I
gene transfer were in the range of those reached in isolated
hMSCs using the same construct (up to 105.9 – 35.1 pg
rhIGF-I/mg total proteins in the aspirates, i.e., 1.3 – 0.5 ng/
mL at an MOI = 10– 3 compared with up to 2.9 – 0.4 ng/mL
in cells with an MOI = 20).20 While early on all cell types
present in the aspirates (MSCs, hematopoietic cells, ﬁbro-
blasts) may be subjected to rAAV-mediated gene transfer, at
extended periods of time under continuous chondrogenic
FIG. 6. Osteogenic and adipogenic differentiation processes
in human bonemarrow aspirates transducedwith rAAV-hIGF-
I. Aspirates were transducedwith rAAV-hIGF-I or rAAV-lacZ
(40mL each vector), kept in either osteogenic or adipogenic
medium, and processed after 21 days to quantitatively estimate
the alkaline phosphatase (ALP) activities (osteogenesis) and
Oil Red O staining (adipogenesis) in the samples, respectively,
by spectrophotometry (OD530nm) as described in the Materials
and Methods section.
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stimulation, only MSCs capable of competently committing
toward the chondrocyte phenotype in such an environ-
ment13–15 might become the prevalent source of therapeutic
factor overexpression. Still, the other cells in the aspirates
may remain viable over the time of culture and inﬂuence the
biological outcomes.
The present data further indicate that IGF-I overexpression
through rAAV signiﬁcantly enhanced the proliferative, bio-
synthetic, and chondrogenic activities in the aspirates over
time, compared with control treatment, and at late versus
early time points, possibly due to the sustained levels of
growth factor achieved with this class of persistent vector44
and consistent with the properties of IGF-I39,45 and with our
previous work in isolated hMSCs.20 The levels of prolifera-
tion achieved here in the aspirates upon rAAV-hIGF-I gene
transfer were higher than those reached in isolated hMSCs
using the same construct (*2.5mg DNA/mg total proteins
versus *9 ng/mg total proteins, respectively, i.e., a 271-fold
difference),20 probably due to the presence of other mitogenic
factors in the aspirates and/or to possible paracrine effects of
other marrow cell types modiﬁed early on by rAAV in the
aspirates as reported using different experimental conditions
in adherent cell cultures,46 while later on, under continu-
ous chondrogenic activation mostly the chondrogenically
induced, rAAV-transduced MSCs may contribute to this
process. Interestingly, even though the biosynthetic and
chondrogenic activities were stimulated in the IGF-I- versus
lacZ-treated aspirates, the levels of matrix synthesis activated
by overexpression of IGF-I were inferior to those observed
using isolated hMSCs (*40mg proteoglycans/mg total pro-
teins versus *284mg/mg total proteins, respectively, and
*350 pg type-II collagen/mg total proteins versus *13mg/
mg total proteins, respectively, i.e., 7- to 3.7· 104-fold dif-
ference).20 These observations may reﬂect a lower state of
activation of chondroprogenitor cells in the aspirates com-
pared with that acquired upon expansion in culture, potential
adverse effects played by other residual cells still present in
the aspirate over the time of culture, or to prevalent mitogenic
versus anabolic effects of IGF-I in the aspirates as seen in
articular chondrocytes39 (as supported by the ﬁndings on the
type-II collagen contents showing only trend towards chan-
ges). Also, the outcomes may be the result of a particular
timing of matrix synthesis in marrow aspirates, with pro-
duction of a matrix at 21 day (a time point selected based on
previous work for approaches aiming at cartilage repair34,35
and as previously reported39) that may be fully deposited later
on (between 40 and 50 days).47,48
We ﬁnally show that modiﬁcation of the concentrates by
rAAV-hIGF-I transduction led to increases in the expression
of hypertrophic and osteogenic markers, an effect possibly
associated with enhanced levels of MMP13 (marker of ter-
minal differentiation), ALP and OP (osteogenic markers),
RUNX2 (transcription factor controlling the osteoblastic
expression of COL1, COL10, and MMP13), b-catenin
(mediator of the Wnt pathway for osteogenic differentia-
tion), and IHH (hypertrophy-associated marker), and to the
decrease in PTHrP expression (antihypertrophic factor)
mediated by the overexpression of IGF-I, although only
trends were generally noted, again possibly due to a matter
of timing (partial effects at day 21 vs. possible completion
by days 40–50),47,48 but nevertheless concordant with the
previous ﬁndings49 and with our observations in isolated
hMSCs.20 Similarly, production of IGF-I promoted a sig-
niﬁcant activation of adipogenic differentiation in the aspi-
rates, also in good agreement with previous work from other
groups and with our ﬁndings in isolated hMSCs.20,50
In conclusion, the results of the present study validate the
concept of applying rAAV vectors to human bone marrow
concentrates as a means to stimulate the chondrogenic dif-
ferentiation processes and offer convenient, effective tools for
cartilage repair upon IGF-I overexpression, provided that a
precise regulation of the levels of IGF-I produced by such
modiﬁcation is afforded before reimplantation in cartilage
lesions to prevent premature terminal differentiation and os-
siﬁcation in vivo.34,35,51–53 This might be achieved by using
tissue-speciﬁc or regulatable promoters or by coadministrat-
ing vectors coding for factors that are known to prevent or
delay such undesirable effects (FGF-2; SOX5/SOX6/SOX9
transcription factors; PTHrP; siRNA, shRNA, or miRNA
sequences targeting col1 or Runx2/Cbfa-1).19,22–25,32,36,54,55
Again, rAAV might be the best-suited gene vehicles to pro-
vide combinations of vectors and genes in marrow concen-
trates as no interference in transduction and transgene
expression has been reported so far when delivering separate
constructs from this class of vector.56,57 Future work will be
needed to adjust the timing of matrix deposition to achieve
full chondrogenesis in the aspirates, for instance by per-
forming longer time course evaluations. Such an approach
might also provide insights into a possible inﬂuence of re-
sidual, other cell types upon the biological outcomes in the
aspirate cultures over time. In addition, directing the initially
quiescent MSCs within the aspirates to form a functional
cartilaginous tissue will be necessary, an issue that might be
again addressed by using MSC-speciﬁc promoters (SOX9 or
type-II collagen regulatory elements instead of the CMV-IE
promoter). An alternative option would be to induce ﬁrst the
aspirates under chondrogenic conditions, and next provide the
candidate vectors. Equally important, work is ongoing to
thoroughly characterize the cell subpopulations expressing
the rAAV transgenes in the aspirates58 and explore the
prevalence of the speciﬁc effects mediated by the genetically
modiﬁed MSCs over all other marrow cell types,13–15,58 and
to address the cell heterogeneity of the aspirates (like by
using cell-speciﬁc promoters in the vectors to speciﬁcally
target chondroprogenitor cells). The potential beneﬁts of the
present approach are also under investigation in vivo using
clinically relevant models of orthotopic focal cartilage defect
that provide a natural joint microenvironment for innate
chondrogenesis.34,35,51–53 compared with less-suited ectopic
models (subcutaneous transplantation in SCID mouse lacking
all joint tissues participating in the repair processes) as a
means to corroborate the present ﬁndings in human marrow
aspirates. The possible use of such a procedure for cartilage
repair in vivo is supported by ﬁndings showing the formation
of cartilage-like tissue in focal lesions following implantation
of aspirates modiﬁed through adenoviral gene transfer.34,35
Overall, our ﬁndings show the feasibility of directly modi-
fying marrow concentrates through rAAV as a potential ap-
proach to improve articular cartilage repair.
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Abstract
Genetic modiﬁcation of marrow concentrates may provide convenient approaches to enhance the chondrogenic differentiation processes and
improve the repair capacities in sites of cartilage defects following administration in the lesions. Here, we provided clinically adapted recombi-
nant adeno-associated virus (rAAV) vectors to human bone marrow aspirates to promote the expression of the potent transforming growth fac-
tor beta (TGF-b) as a means to regulate the biological and chondrogenic activities in the samples in vitro. Successful TGF-b gene transfer and
expression via rAAV was reached relative to control (lacZ) treatment (from 511.1 to 16.1 pg rhTGF-b/mg total proteins after 21 days), allowing
to durably enhance the levels of cell proliferation, matrix synthesis, and chondrogenic differentiation. Strikingly, in the conditions applied here,
application of the candidate TGF-b vector was also capable of reducing the hypertrophic and osteogenic differentiation processes in the aspi-
rates, showing the potential beneﬁts of using this particular vector to directly modify marrow concentrates to generate single-step, effective
approaches that aim at improving articular cartilage repair in vivo.
Keywords: cartilage repair gene therapy bone marrow aspirates rAAV TGF-b
Introduction
The adult articular cartilage has a limited ability for self-repair [1] as a
result of the absence of vascularization in this highly specialized tissue.
Options to provide reparative cells in sites of cartilage lesions include
autologous chondrocyte implantation and marrow-stimulating tech-
niques to recruit chondroregenerative bone marrow-derived mesenchy-
mal stem cells (MSCs) [2–4] but the outcome of such procedures do
not meet the original hyaline cartilage as the repair tissue is commonly
made of a ﬁbrocartilaginous structure (type-I collagen instead of type-II
collagen proteoglycans) of lesser mechanical quality and that does not
integrate with the adjacent, original cartilage [5]. A promising approach
might be to conveniently supply the lesions with bone marrow concen-
trates [6] composed of chondrogenically competent MSCs (~1%) that
speciﬁcally commit towards the chondrocyte phenotype under adapted
treatment conditions among other cell populations (haematopoietic
progenitor cells, haematopoietic cells, ﬁbroblasts) [7, 8] rather than
using isolated progenitors that necessitate more complex steps of
preparation and expansion [6]. Yet, despite encouraging attempts to
treat patients with bone marrow concentrates [9–15], restoration of the
articular cartilage tissue in its full integrity has not been reported to
date, showing the urgent need for novel, effective regimens.
Direct genetic modiﬁcation of bone marrow aspirates to overex-
press chondrogenic and/or chondroreparative factors may offer
improved tools to enhance the healing response in sites of cartilage
injury upon local transplantation [16–18]. In marked contrast with the
substantial information available on gene transfer to target isolated
MSCs, little is known on the possibility to transduce marrow concen-
trates as a less invasive approach for improved cartilage repair. While
various groups reported the ability of adenoviral vectors to mediate
gene transfer in rabbit and sheep models [19–21], showing effective
but relatively short-term transgene (transforming growth factor beta
– TGF-b, bone morphogenetic protein 2 – BMP-2, Indian hedgehog –
IHH) expression levels (some days) at high (1010–1011) vector doses,
we recently tested the potential of applying recombinant vectors
derived from the human non-pathogenic adeno-associated virus
(AAV) to human marrow aspirates in the light of the reduced toxicity
and immunogenicity of this vector class that can be maintained over
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extended periods of time as stable and safe episomes [18].
Speciﬁcally, we showed that rAAV can achieve elevated (~90%) gene
transfer efﬁciencies and durable (125 days) transgene expression at
much lower (8 9 105) vector doses in the absence of adverse reac-
tions [22], allowing for enhanced chondrogenic differentiation upon
therapeutic gene delivery of the transcription factor SOX9 [22] of and
insulin-like growth factor I (IGF-I) [23].
In this study, we tested the ability of the potent chondrogenic and
chondroreparative TGF-b factor [24–27] to stimulate the biological
and chondrogenic activities in human marrow aspirates via rAAV gene
transfer in the light of our previous ﬁndings showing activation of
such processes when applying the same vector to isolated hMSCs
[28]. Our results show that administration of rAAV promotes an effec-
tive, signiﬁcant production of TGF-b, leading to enhanced levels of
proliferation, biosynthesis and chondrogenic differentiation in the
aspirates while reducing hypertrophy/terminal differentiation and
osteo-/adipogenic events, showing the value of applying such sam-
ples in site of cartilage damage during transplantation protocols.
Materials and methods
Reagents
All reagents were from Sigma-Aldrich (Munich, Germany), unless other-
wise identiﬁed. Recombinant TGF-b (rTGF-b) was purchased at Pepro-
tech (Hamburg, Germany) and the dimethylmethylene blue dye at Serva
(Heidelberg, Germany). The anti-TGF-b (V) and anti-SOX9 (C-20) anti-
bodies were from Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg, Germany), the
anti-type-II collagen (II-II6B3) antibody from the NIH Hybridoma Bank
(University of Iowa, Ames, USA), the anti-type-I collagen (AF-5610)
antibody from Acris (Hiddenhausen, Germany) and the anti-type-X colla-
gen (COL-10) from Sigma-Aldrich. Biotinylated secondary antibodies
and the ABC reagent were obtained from Vector Laboratories (Alexis
Deutschland GmbH, Gr€unberg, Germany). The hTGF-b Quantikine ELISA
was from R&D Systems (Wiesbaden, Germany) and the type-II, -I and
-X collagen ELISAs from from Antibodies-Online (Aachen, Germany).
Plasmids and rAAV vectors
All plasmids are based on the same parental AAV-2 genomic clone, pSSV9
[29, 30]. rAAV-lacZ carries the lacZ gene encoding the Escherichia coli b-
galactosidase (b-gal) and rAAV-hTGF-b a human TGF beta 1 (hTGF-b)
cDNA fragment (1.2 kb), both under the control of the cytomegalovirus
immediate-early (CMV-IE) promoter [22, 23, 28, 31]. Conventional (not
self-complementary) rAAV vectors were packaged using the 293 aden-
ovirus-transformed embryonic kidney cell line. Helper functions were
provided by Adenovirus 5 in combination with rep and cap functions of a
pAd8 helper plasmid as previously described [28]. Puriﬁcation, dialysis
and titration of the vector preparations via real-time PCR were performed,
averaging 1010 transgene copies/ml with approximately 1/500 functional
recombinant viral particles [22, 23, 28, 31].
rAAV-mediated gene transfer
Bone marrow was aspirated from the distal femurs of patients undergo-
ing total knee arthroplasty (~10 ml, n = 3). All patients included in the
study provided informed consent and the procedures were in accor-
dance with the Helsinki Declaration. The study was approved by the
Ethics Committee of the Saarland Physicians Council (Application 06/
08). Aspirates were immediately aliquoted in a volume of 100 ll per
well in 96-well plates and transduced with 40 ll vector (i.e. 8 9 105
functional recombinant viral particles, MOI = 10  3) [22, 23]. Samples
were incubated for up to 21 days with various differentiation medium
(Table 1), with careful weekly medium change to induce chondro-,
osteo-, and adipogenic differentiation [22, 23]. Under continuous chon-
drogenic induction, mostly MSCs in the samples will commit towards
the chondrocyte phenotype [23]. As we previously noted that the use of
these media does not impede the effects of gene transfer via rAAV on
the differentiation processes versus basal medium in aspirates [23],
uninduced conditions were not further tested here.
Transgene expression
Transforming growth factor-b production was monitored by ELISA at the
denoted time-points by absorbance measurements on a GENios spec-
trophotometer/ﬂuorometer (Tecan, Crailsheim, Germany) and by immuno-
histochemistry using a speciﬁc TGF-b antibody, a biotinylated secondary
antibody, and diaminobenzidine as a chromogen (ABC method) [28, 31].
A control condition with omission of the primary antibody was included to
check for secondary immunoglobulins. All sections were examined under
light microscopy (Olympus BX45; Olympus, Hamburg, Germany).
Biochemical analyses
The aspirates were resuspended in a total volume of 100 ll of fresh
DMEM and digested with papain (ﬁnal concentration 75 lg/ml) at 60°C
Table 1 Inductive media for chondrogenic, adipogenic and osteogenic differentiation
Pathway Medium
Chondrogenesis 4.5 g/l DMEM high glucose, 100 U/ml penicillin, 100 ll/ml
streptomycin, 6.25 lg/ml insulin, 6.25 lg/ml transferrin, 6.25 lg/ml
selenious acid, 5.35 lg/ml linoleic acid, 1.25 lg/ml BSA, 1 mM sodium
pyruvate, 37.5 lg/ml ascorbate 2-phosphate, 107 M dexamethasone and 10 ng/ml TGF-b3
Osteogenesis StemPro Osteogenesis Differentiation Kit (Life Technologies, Darmstadt, Germany)
Adipogenesis StemPro Adipogenesis Differentiation Kit (Life Technologies)
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[23]. The DNA contents were measured by ﬂuorimetry using Hoechst
22358 and the proteoglycan contents by binding to dimethylmethylene
blue dye [23]. The type-II, -I and -X collagen contents were determined
by ELISA [23]. Values were normalized to total cellular proteins
monitored via Pierce Thermo Scientiﬁc Protein Assay (Fisher Scientiﬁc,
Schwerte, Germany).
For the determination of ALP activity, osteogenically induced
aspirates were mixed with an equal volume of substrate buffer (4-nitro-
phenyl phosphate – pNPP - mixed 1:1 with 4.8% 2-amino-2-methyl-1-
propanol – 2-AMP) for measurement of OD530nm [23]. Adipogenically
induced samples were resuspended in 150 ll of staining solution (three
volumes of Oil Red O 0.3% in 2-propanol and two volumes H2O) and
incubated for 15 min. at room temperature followed by dissolution in
100% 2-propanol and by measuring OD530nm [23]. All measurements
were performed on a GENios spectrophotometer/ﬂuorometer (Tecan).
Histological and immunohistochemical analyses
Aspirates were collected and ﬁxed in 4% formalin with subsequent
dehydration in graded alcohols, parafﬁn embedding and sectioning at
3 lm. Haematoxylin and eosin staining was performed to evaluate cel-
lularity and toluidine blue and alizarin red staining for the detection of
matrix proteoglycans and matrix mineralization respectively [22, 23].
The expression of type-II, -I and -X collagen and of SOX9 was evaluated
by immunohistochemistry using speciﬁc primary antibodies, biotinylated
secondary antibodies and the ABC method [22, 23]. Control conditions
were included by omitting the primary antibodies. All sections were
examined under light microscopy (Olympus BX45; Olympus).
Histomorphometry
Transgene expression was monitored by evaluating the percentage of
TGF-b+ cells to the total number of cells on immunohistochemical sec-
tions [23]. Cell proliferation was evaluated by counting the total cells
per standardized area on haematoxylin and eosin-stained sections [23].
The intensities of toluidine blue and alizarin red staining and those of
type-II, -I and -X collagen and SOX9 immunostaining were monitored at
magniﬁcation 920 by inverting the pictures to greyscale mode, adapting
background DAB signal for comparable range and measuring the mean
grey value per total area covered with cells (mm2) [23]. The data were
recorded at three random standardized sites or with 10 serial histologi-
cal and immunohistochemical sections for each parameter, test and
replicate condition using the SIS analySIS program (Olympus) and
Adobe Photoshop (Adobe Systems, Unterschleissheim, Germany)
and are given as mean intensity of staining or immunostaining per mm2
of total cell area [23].
Real-time RT-PCR analyses
TRIzol reagent (Ambion Life Technologies, Thermo Scientiﬁc, Schwerte,
Germany) and RNeasy Protect Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) were
used to extract total cellular RNA from all chondrogenically differentiated
aspirates on day 21 post-transduction. The procedure included an on-
column RNase-free DNase treatment (Qiagen) and extracted RNA was
eluted in 30 ll of RNase-free water followed by reverse transcription
using the 1st Strand cDNA Synthesis kit for RT-PCR (AMV; Roche
Applied Science, Mannheim, Germany) with aliquots of 8 ll RNA eluate.
The resulting cDNA products (≥2 ll per sample) were ﬁnally ampliﬁed
by real-time RT-PCR with Brilliant SYBR Green QPCR Master Mix
(Stratagene, Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) on an
Mx3000P QPCR operator system (Stratagene) under the following
conditions: (95°C, 10 min.), ampliﬁcation by 55 cycles (denaturation
at 95°C, 30 sec.; annealing at 55°C, 1 min.; extension at 72°C,
30 sec.), denaturation (95°C, 1 min.) and ﬁnal incubation (55°C,
30 sec.). Primers for selected gene proﬁles are listed in Table 2 and
applied at a ﬁnal concentration of 150 nm. Controls consisting of
water and non-reverse-transcribed mRNA were included and conﬁrma-
tion of the product speciﬁcities was done via melting curve analysis
and agarose gel electrophoresis as previously described [23]. The
MxPro QPCR Software (Stratagene) was used for measurements of
the threshold cycle (Ct) value of each gene of interest and all values
were normalized to GAPDH expression using the 2DDCt method [23].
Statistical analyses
Each condition was performed in duplicate in two independent experi-
ments for each patient. Data are expressed as mean  S.D. of separate
Table 2 Primers used for RT-PCR
Gene Primer sequences (50–30)
SOX9* ACACACAGCTCACTCGACCTTG
GGGAATTCTGGTTGGTCCTCT
COL2A1* GGACTTTTCTCCCCTCTCT
GACCCGAAGGTCTTACAGGA
ACAN* GAGATGGAGGGTGAGGTC
ACGCTGCCTCGGGCTTC
COL1A1† ACGTCCTGGTGAAGTTGGTC
ACCAGGGAAGCCTCTCTCTC
COL10A1‡ CCCTCTTGTTAGTGCCAACC
AGATTCCAGTCCTTGGGTCA
MMP13‡ AATTTTCACTTTTGGCAATGA
CAAATAATTTATGAAAAAGGGATGC
ALP† TGGAGCTTCAGAAGCTCAACACCA
ATCTCGTTGTCTGAGTACCAGTCC
RUNX2† GCAGTTCCCAAGCATTTCAT
CACTCTGGCTTTGGGAAGAG
GAPDH§ GAAGGTGAAGGTCGGAGTC
GAAGATGGTGATGGGATTTC
*Chondrogenic markers.
†Osteogenic markers.
‡Hypertrophic and terminal differentiation markers.
§Housekeeping gene (control).
SOX9: SRY (sex determining region Y)-box 9; COL2A1: type-II colla-
gen a1; ACAN: aggrecan; COL1A1: type-I collagen a1; COL10A1:
type-X collagen a1; MMP13: matrix metallo-proteinase 13; ALP: alka-
line phosphatase; RUNX2: runt-related transcription factor 2; GAPDH:
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase.
432 ª 2016 The Authors.
Journal of Cellular and Molecular Medicine published by John Wiley & Sons Ltd and Foundation for Cellular and Molecular Medicine.
127
experiments. The t-test and Mann–Whitney rank-sum test were used
where appropriate. Any P-value of less than 0.05 was considered
statistically signiﬁcant.
Results
Effective TGF-b overexpression via rAAV in
chondrogenically induced human bone marrow
aspirates
Human bone marrow aspirates were ﬁrst transduced with the candi-
date rAAV-hTGF-b vector versus control (rAAV-lacZ) condition and
cultivated for up to 21 days to test the ability of rAAV to promote the
overexpression of the candidate TGF-b factor in conditions of chon-
drogenic induction. Transgene expression analyses revealed signiﬁ-
cantly higher immunoreactivity to TGF-b in the aspirates transduced
with rAAV-hTGF-b compared with rAAV-lacZ (1553.2  147.0 and
1056.9  221.1 pixels/cell area after 21 days in the TGF-b- versus
lacZ-treated samples, respectively, i.e. a 1.5-fold difference,
P = 0.002) (Fig. 1). These results were supported by an estimation
of the TGF-b production levels, revealing signiﬁcantly higher values
on days 7 and 21 (up to 2.9-fold difference, P ≤ 0.021) (Table 3).
Proliferative and chondrogenic effects of rAAV-
mediated overexpression of TGF-b in
chondrogenically induced human bone marrow
aspirates
The aspirates were next transduced with rAAV-hTGF-b compared with
rAAV-lacZ and induced towards chondrogenesis to evaluate the
effects of TGF-b overexpression upon the proliferative activities and
potential for chondrogenic differentiation in the samples. As we previ-
ously reported a lack of deleterious effects of rAAV gene transfer
upon the potency of bone marrow aspirates [22], we did not further
include a condition without vector treatment in this study.
A quantitative analysis by haematoxylin and eosin staining
revealed signiﬁcantly higher cell densities in the presence of rAAV-
hTGF-b compared with rAAV-lacZ (402.0  98.9 and 276.0  66.2
pixels/cell area and 118.8  27.1 and 47.2  27.2 cells/mm2 after
21 days in the TGF-b- versus lacZ-treated samples, respectively, i.e.
an up to 2.5-fold difference, always P ≤ 0.004) (Fig. 2). These results
were further conﬁrmed via a biochemical assay to monitor the DNA
contents in the aspirates, revealing signiﬁcantly higher values with
rAAV-hTGF-b compared with rAAV-lacZ (3.6  2.0 and
0.7  0.6 lg/mg total proteins after 21 days in the TGF-b- versus
lacZ-treated samples, respectively, i.e. a 5.1-fold difference,
P = 0.018) (Fig. 2).
To monitor the effects of TGF-b overexpression upon the chon-
drogenic events in the aspirates, the samples were further processed
for the cartilage-speciﬁc proteoglycans, type-II collagen, and SOX9
markers by histological and immunohistochemical analyses. Signiﬁ-
cantly increased intensities were detected in the aspirates transduced
Fig. 1 Detection of TGF-b overexpression
via rAAV-mediated gene transfer in chon-
drogenically induced human bone marrow
aspirates. The aspirates were transduced
with rAAV-lacZ or rAAV-hTGF-b (40 ll
each vector) and kept in chondrogenic
medium (Table 1) for 21 days. The sam-
ples were processed to monitor TGF-b
production by immunohistochemical anal-
ysis (magniﬁcation 920; representative
data) with corresponding histomorphome-
tric assessments and by estimating the
transduction efﬁciencies as described in
the Materials and methods. *Statistically
signiﬁcant compared with rAAV-lacZ.
Table 3 Production of TGF-b in chondrogenically induced human
bone marrow aspirates via rAAV-mediated gene transfer
Days post-transduction rAAV-lacZ rAAV-hTGF-b
7 178.5 (10.0) 511.1 (116.9)*
14 49.4 (7.1) 112.5 (56.3)
21 5.8 (3.1) 16.1 (5.9)*
*Statistically signiﬁcant compared with rAAV-lacZ.
Values are expressed as means pg/24 hrs/mg total proteins (S.D.).
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with rAAV-hTGF-b compared with rAAV-lacZ for toluidine blue stain-
ing (1059.4  284.1 and 545.1  173.7 pixels/cell area after
21 days in the TGF-b- versus lacZ-treated samples, respectively, i.e.
a 1.9-fold difference, P = 0.005), anti-type-II collagen immunostain-
ing (1151.5  260.8 and 888.9  85.8 pixels/cell area after 21 days
in the TGF-b- versus lacZ-treated samples, respectively, i.e. a 1.3-fold
difference, P = 0.037), and anti-SOX9 immunostaining
(1069.8  76.8 and 938.9  20.9 pixels/cell area after 21 days in
the TGF-b- versus lacZ-treated samples, respectively, i.e. a 1.2-fold
difference, P = 0.028) (Fig. 3). A biochemical analysis of the proteo-
glycan and type-II collagen contents conﬁrmed these results, show-
ing higher values in the presence of rAAV-hTGF-b (64.3  13.8 and
50.8  2.9 ng proteoglycans/mg total proteins and 2.7  0.9 and
0.8  0.1 ng type-II collagen/mg total proteins after 21 days in the
TGF-b- versus lacZ-treated samples, respectively, i.e. an up to 3.4-
fold difference, always P ≤ 0.047) (Fig. 3). In addition, an analysis of
the gene expression proﬁles in the aspirates by real-time RT-PCR
revealed increases in the expression of ACAN (1.6-fold), COL2A1
(1.4-fold), and SOX9 (6.8-fold) after 21 days in the aspirates trans-
duced with rAAV-hTGF-b compared with rAAV-lacZ (always
P ≤ 0.028) (Fig. 5).
Hypertrophic/terminal differentiation was also monitored in the
aspirates to evaluate the impact of TGF-b overexpression in the sam-
ples. An immunohistochemical analysis revealed signiﬁcantly lower
intensities in the aspirates transduced with rAAV-hTGF-b compared
with rAAV-lacZ for alizarin red staining (734.9  48.0 and
968.7  192.6 pixels/cell area after 21 days in the TGF-b- versus
lacZ-treated samples, respectively, i.e. a 1.3-fold difference,
P = 0.016), type-I collagen immunostaining (789.5  64.7 and
921.2  117.9 pixels/cell area after 21 days in the TGF-b- versus
Fig. 2 Effects of rAAV-mediated TGF-b
overexpression upon the proliferative
activities in chondrogenically induced
human bone marrow aspirates. The aspi-
rates were transduced with rAAV-lacZ or
rAAV-hTGF-b as described in Figure 1 and
kept in chondrogenic medium for 21 days.
The samples were processed to evaluate
the cell densities on haematoxylin and
eosin-stained histological sections (magni-
ﬁcation 920; representative data) and to
monitor the DNA contents by Hoechst
22358 assay as described in the Materials
and methods. *Statistically signiﬁcant
compared with rAAV-lacZ.
Fig. 3 Detection of cartilage-speciﬁc components in chondrogenically induced human bone marrow aspirates overexpressing TGF-b. The aspirates
were transduced with rAAV-lacZ or rAAV-hTGF-b as described in the Figures 1 and 2 and kept in chondrogenic medium for 21 days. The samples
were processed to monitor the deposition of proteoglycans and of type-II collagen (toluidine blue staining and immunodetection, respectively) and
the expression of SOX9 (immunodetection) (all at magniﬁcation 920; representative data), including histomorphometric analyses and an estimation
of the proteoglycan and type-II collagen contents as described in the Materials and methods. *Statistically signiﬁcant compared with rAAV-lacZ.
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lacZ-treated samples, respectively, i.e. a 1.2-fold difference,
P = 0.043), and type-X collagen immunostaining (777.4  136.1
and 992.3  116.3 pixels/cell area after 21 days in the TGF-b- versus
lacZ-treated samples, respectively, i.e. a 1.3-fold difference,
P = 0.001) (Fig. 4). A biochemical analysis performed to estimate the
type-I and -X collagen contents supported these ﬁndings, showing
lower values in the presence of rAAV-hTGF-b (8.0  0.1 and
10.4  0.9 ng type-I collagen/mg total proteins and 2.6  0.7 and
4.1  0.9 ng type-X collagen/mg total proteins after 21 days in the
TGF-b- versus lacZ-treated samples, respectively, up to 1.6-fold dif-
ference, always P ≤ 0.041) (Fig. 4). Also, an analysis of the gene
expression proﬁles in the aspirates monitored by real-time RT-PCR
revealed decreases in the expression of type-I (4.3-fold) and type-X
collagen (13.1-fold) after 21 days in the aspirates transduced with
rAAV-hTGF-b compared with rAAV-lacZ (always P ≤ 0.003) (Fig. 5).
Such proﬁles were accompanied by a reduced expression of markers
of terminal differentiation and osteogenesis with rAAV-hTGF-b (3.2-,
2.2-, and 3.5-fold decreased MMP13, ALP, and RUNX2 expression
after 21 days, respectively), although statistical signiﬁcance was not
reached in the conditions applied here (always P ≤ 0.210) (Fig. 5).
Effects of rAAV-mediated overexpression of TGF-
b in osteogenically and adipogenically induced
human bone marrow aspirates
The aspirates were also transduced with rAAV-hTGF-b compared with
rAAV-lacZ and induced towards osteogenesis and adipogenesis to
evaluate the inﬂuence of TGF-b overexpression on the potential for
osteo-/adipogenic differentiation in the samples. While a trend
towards enhanced adipogenic differentiation (Oil Red O staining) was
seen in the presence of rAAV-hTGF-b compared with rAAV-lacZ
(4.13  0.36 and 2.04  0.37 OD530nm after 21 days in the TGF-b-
versus lacZ-treated samples, respectively, i.e. a twofold difference),
osteogenic differentiation (ALP activity) was attenuated with TGF-b
(0.49  0.07 and 0.75  0.25 OD530nm after 21 days in the TGF-b-
versus lacZ-treated samples, respectively, i.e. a 1.5-fold difference),
although statistical signiﬁcance was not reached in the conditions
applied here (P = 0.076 and P = 0.234 respectively) (Fig. 6).
Discussion
Administration of genetically modiﬁed marrow concentrates to site of
cartilage lesions via transfer of chondrogenic and/or chondrorepara-
tive factors using the clinically adapted rAAV vectors may provide
convenient, single-step therapeutic approaches to enhance cartilage
repair compared with the more complex and invasive implantation of
isolated progenitor cells [6]. In this study, we examined the ability of
rAAV to deliver a functional TGF-b gene cassette to human marrow
concentrates in the light of the pleiotropic, chondrogenic properties
of this growth factor [24–27] and with our previous ﬁndings showing
that such a strategy was capable of stimulating such activities in iso-
lated human MSCs [28].
We ﬁrst observed that transduction with rAAV led to higher
levels of TGF-b expression in the hTGF-b-treated concentrates
Fig. 4 Detection of hypertrophy and terminal differentiation in chondrogenically induced human bone marrow aspirates overexpressing TGF-b. The
aspirates were transduced with rAAV-lacZ or rAAV-hTGF-b as described in the Figures 1–3 and kept in chondrogenic medium for 21 days. The sam-
ples were processed to monitor matrix mineralization (alizarin red staining) and the expression of type-I and type-X collagen (immunodetection) (all
at magniﬁcation 920; representative data), including histomorphometric analyses and an estimation of the type-I and -X collagen contents as
described in the Materials and methods. *Statistically signiﬁcant compared with rAAV-lacZ.
Fig. 5 Gene expression analyses by real-time RT-PCR in chondrogenicallyinduced human bone marrow aspirates overexpressing TGF-b. The aspi-
rates were transduced with rAAV-lacZ or rAAV-hTGF-b as described in the Figures 1–4 and kept in chondrogenic medium for 21 days. The samples
were processed to monitor the expression proﬁles of aggrecan (ACAN), type-II collagen (COL2A1), the transcription factor SOX9, type-I collagen
(COL1A1), type-X collagen (COL10A1), matrix metallo-proteinase 13 (MMP13), alkaline phosphatase (ALP), and the transcription factor RUNX2, with
GAPDH serving as a housekeeping gene and internal control for normalization. Ct values were generated for each target gene and fold inductions
(relative to rAAV-lacZ-treated aspirates) were measured by using the 2DDCt method as described in the Materials and methods. *Statistically signiﬁ-
cant compared with rAAV-lacZ.
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compared with control (lacZ) treatment over the period of evaluation
(21 days), in good agreement with our previous results in hMSCs
[28]. The concentrations achieved via rAAV-hTGF-b gene transfer
over time were in the range of those noted in hMSCs (~16.1 and
~24.1 pg rhTGF-b/mg total proteins on day 21 in the aspirates and
in isolated cells respectively) [28]. Our ﬁndings further indicate that
overexpression of TGF-b via rAAV led to increased levels of prolifer-
ative, biosynthetic and chondrogenic activities in the aspirates over
time relative to control treatment, possibly because of the prolonged
production of the growth factor permitted by stable rAAV gene trans-
fer [32] and concordant with the effects of TGF-b when applied in a
recombinant form [24–27] or used by us to target isolated hMSCs
[28]. Of note, the levels of proliferation in the TGF-b-treated aspi-
rates were higher than those noted with hMSCs (~3.6 lg versus
~26.4 ng DNA/mg total proteins, respectively, i.e. a 136-fold differ-
ence) [28], possibly because of the presence of other mitogenic fac-
tors in the aspirates and/or to effects from other marrow cell
populations modiﬁed early on by rAAV while later on, under continu-
ous chondrogenic activation mostly chondrogenically induced, rAAV-
modiﬁed MSCs may control this process (paracrine versus autocrine
effects). We thus anticipate that their depletion may prevent the
effects of TGF-b in conditions of permanent chondrogenic activation
over the current extended period of evaluation. Still, work would be
needed to conﬁrm this hypothesis by modifying aspirates devoid of
the MSC subpopulation. In contrast, the levels of matrix synthesis
were lower in the aspirates compared with those observed in iso-
lated hMSCs (~2.7 versus ~9.5 ng type-II collagen/mg total proteins
on day 21, respectively, i.e. a 3.5-fold difference; ~64.3 ng versus
~378.5 lg proteoglycans/mg total proteins, respectively, i.e. a
5.8 9 103-fold difference) [28], possibly because of a lower state of
activation of chondroprogenitor cells in the aspirates compared with
that acquired during cell expansion, to adverse effects from distinct,
residual cells, and/or to prevalent mitogenic versus anabolic effects
of TGF-b in aspirates as noted in chondrocytes [33]. It cannot be
excluded that the levels of matrix synthesis may still increase upon
TGF-b treatment beyond the time-point selected here according to
the relevant literature [19, 20, 23]. Such effects are most likely
mediated by binding of TGF-b to its receptor (TbRII-TbRI complex
with R-Smad cascade) and work is ongoing to test this hypothesis
by performing receptor blocking studies [34]. Finally, we report that
in the conditions tested here, application of the candidate rAAV-
hTGF-b vector delayed hypertrophic and osteogenic differentiation in
the aspirates, in association with reduced levels of MMP13 (marker
of terminal differentiation), ALP (osteogenic marker) and RUNX2
(transcription factor controlling the osteoblastic expression of COL1,
COL10 and MMP13). This is in striking contrast with our previous
ﬁndings in isolated hMSCs, where the same vector stimulated
instead these processes compared with control treatment [28].
Again, this might be the result of effects from other, beneﬁcial
factors present in the aspirates and/or of speciﬁc control path-
ways possibly activated in the presence of other marrow cell
populations [35].
In conclusion, the results of this study show the value of provid-
ing therapeutic rAAV vectors to human bone marrow concentrates
to enhance the chondrogenic differentiation processes for implanta-
tion in sites of cartilage injury. Work is ongoing to support the prac-
ticability of the approach by applying modiﬁed aspirates to focal
defects [6, 19–21, 36, 37]. Also important, the cell subpopulations
promoting the chondrogenic events in the aspirates are currently
being characterized [7, 8, 38] to address the cell heterogeneity of
the aspirates. Also, it remains to be seen whether gene transfer of
TGF-b will be sufﬁcient to achieve full repair in the lesions, and co-
application of other candidates might be necessary, like for instance
the cartilage oligomeric matrix protein, BMPs, IGF-I, basic ﬁbroblast
growth factor-2, SOX transcription factors, zinc-ﬁnger protein 145
(ZNF145), Indian hedgehog (Ihh) or human telomerase (hTERT) [22,
23, 39–47]. Combined gene transfer will be possible using rAAV as
transduction with this class of vectors does not lead to gene transfer
interference [48]. Overall, our results show the beneﬁts of a direct
modiﬁcation of marrow aspirates via rAAV for the future treatment
of cartilage defects.
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Fig. 6 Detection of osteogenic and adipogenic differentiation in
osteogenically and adipogenically induced human bone marrow aspi-
rates overexpressing TGF-b. The aspirates were transduced with
rAAV-lacZ or rAAV-hTGF-b as described in the Figures 1–5 and kept
either in osteogenic or adipogenic medium (Table 1) for 21 days. The
samples were processed to monitor the ALP activities and evaluate
Oil Red O staining, respectively, as described in Materials and
methods.
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